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Les différents &vénements responsables du couplage excitation-
contraction des fibres musculaires striées squelettiques sont connus dans
leurs lignes principales. Néanmoins, certains mécanismes restent encore du
domaine de 1'hypoth&se. Deux phases essentielles peuvent cependant €tre
distinguées lors de ce couplage : la premiére concerne le couplage élec-
trocalcique, celle correspondanf aux différents événements compris entre
1l'excitation et la libération du Ca** par les réservoirs internes ; la se-
conde, concerne le couplage mécanochimique constituant la phase finale,
elle correspond aux événements imﬁliqués dans le développement du phéno-
méne mécanique.

i
i

I1 faut toutefois préciser, dés & présent, qu'en ce qui con-
cerne le travail présenté ici, le probléme de la relaxation n'a pas été
abordé et en particulier celui concernant la reprise du Ca*+ 1ibéré par -
le reticulum sarcoplasmique ; seule est abordée la phase de contraction.
Cependant, pour une étude satisfaisante du couplage entre 1'excitation et
le développement de la contraction résultante, au niveau de la fibre muscu-
laire striée squelettique de crabe, il &tait nécessaire de bien connaitre
la structure de la préparation. Aussi, des &tudes ultrastructurales récen-
tes (DELORME et coll., 1978 ; voir chapitre I), effectuées en condition de
référence et en condition d'hypertonie, ont-elles beaucoup apporté i une
plus ample connaissance de la relation structure-fonction et ont conduit &
préciser le rSle des "jonctions de couplage". En effet, 1'altération uni-
que de l'organisation structurale de cette "jonction" (hypertonie par ap-
port d'urée) suffit 4 supprimer le phénoméne de contraction sans pour au-

tant inhiber le phénoméne électrique (DELORME et coll., 1978).

Au niveau de cette préparation, 1'étude des propriétés élec-
triques de repos, du potentiel d'action et des courants membranaires ont
fait 1'objet de nombreuses &tudes dans notre laboratoire et ont abouti i
la présentation de deux mémoires de thése (MOUNIER, 1975 ; HAUDECOEUR,
1975). Aussi, ce mémoire porte-t-il tout particulidrement sur les phénomé-
nes mécaniques, 1'évolution du potentiel membranaire/ainsi que l'activité
ATPasique des protéines de structure de mani&re & aboutir & une meilleure

)

compréhension du couplage excitation-contraction.

I



L'étude de la relation liant le potentiel d'action 3 la se-
cousse résultante &tant encore plus mal aisée au niveau de la fibre sque-

lettique du crustacé qu'au niveau de celle de la fibre squelettique de

vertébrés (poly-innervation de la préparation, potentiel d'action non
autorégénératif...), c'est la raison pour laquelle une faible partie de ce
mémoire (chapitre V) est consacrée 3 cette relation. Une part beaucoup plus
importante est par contre réservée 3 la contracture prdduite par un ac-—
croissement soudain d'ions K* dans le milieu extracellulaire (chapitre IV).
Il est, en effet, possible dans ces conditions.d'enregistrer simultanément
avec le phénoméne mécanique, le phénoméne électrique de décours plus simple
que le potentiel d'action. Dans ces conditions, 1'@tude systématique des
effets des modifications de l'environnement ionique a &t& entreprise, et

permet ainsi, non seulement de confirmer le rdle primordial des ions Cat+

dans le couplage, mais aussi de montrer 1'importance des ions Mg**, Na*

et C1-, et celle d'un couran{. entraht 3 deux composantes dont 1'une, inhibée
paf les ions Mn++, est portée par les ioms Ca**. L'hypothése que ce courant
de Ca*t permette par ailleurs la libération de Ca** par le reticulum sar-
coplasmique peut &tre €mise et, la possibilité d'un couplage direct peut
8tre envisagée. Enfin, pour une meilleure interprétation des mécanismes du
couplage excitation-contraction compte tenu de la présence d'abondants sys-~
témes membranaires, il importait de connaitre le r8le de 1'ensemble de ces
membranes sur les mouvements des ions entrainant ainsi d'éventuelles va-
riations ioniques intracellulaires. Aussi, une étude complémentaire a &té
entreprise, 3 savoir la contraction des myofilaments isolés, débarassés

des systémes membranaires, lors d'apports d'ATP, de Catt et de Mg++ dans

le milieu environnant (chapitre III). Cette &tude permet en effet de ren-
dre compte de certains résultats difficilement interprétables dans le cadre
de 1'étude des contractures potassiques. Dans le méme ordre d'idée, il
s'est avéré indispensable de procéder a 1'étude de 1'activité ATPasique

des protéines de structure en relation avec leur environnement ionique

(chapitre I1I).

Dans un but de clarification pour la présentation des résul-
tats, et de leurs interprétations, le présent mémoire est subdivisé en

quatre parties qui concernent donc :

1°) 1'activité ATPasique des protéines de structure ;




2°) 1'activité mécanique des myofibrilles isolées ;

3°) les contractures potassiques et 1'évolution du potentiel
membranaire

4°) la secousse musculaire.

Enfin, une derniére partie concerne la conclusion générale
des différents résultats présentés et discutés au fur et a mesure de leur
énoncé. Cette conclusion:conduit 3 l1'@laboration d'un schéma cybernétique
du couplage excitatiopn~contraction de la fibre musculaire squelettique

striée du crabe Carcinus:maenas.
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CHAPITRE I

 MATERIEL EXPERIMENTAL




I - PREPARATION DE LA FIBRE ISOLEE

Il - STRUCTURE




[ - PREPARATION DE LA FIBRE ISOLEE

L'animal d'expérience, le crabe enragé, Carcinus maenas, pro-

vient des c8tes de la région du Nord, fourni par 1'Institut de Biologie
marine de Wimereux et par le Laboratoire maritime de Luc-sur-Mer. Il est
conservé en vie au Laboratoire dans une eau de mer réguliérement renouve-

lée et maintenue 3 basse température (de 1'ordre de 10° C).

Les fibres musculaires utilisées proviennent du méropodite
de 1'une des pattes locémotrices (Fig. 1). La section des deux arétes de
la carapace permet l'accé&s aux fibres musculaires. Pour 1'ensemble des
préparations, les fibres sont isolé@es dans la partie du méropodite juxta-
posée au basiischiopodite. En fait dans cette zone les fibres sont plus
longues. Toutefois, la longueur de ces fibres, tout comme leur diamétre,
varie selon les crabes et les périopodes utilisés (Pe], Peg ou Pej) ;
variation de 3000 & 10000 p en ce qui concerne leur longueur et de 75 &
400 p en ce qui concerne leur diamétre. La fibre musculaire est isolée
aprés section des fibres avoisinantes ainsi que des nombreux filets ner-
veux attestant de la poly-innervation des fibres de crustacés (DORAI RAJ,
1964 ; FAHRENBACH, 1967 ; HOYLE et WIERSMA, 1958 ; ATWOOD et coll., 1965
entre autres). Cette fibre isolée (Fig. 25 est attachée d'un c6té i la
carapace et de l'autre & une partie d'endosquelette : 1'axostyle. La fibre
est finalement isolée en sectionnant la carapace autour du niveau d'atta-
che et de part et d'autre de 1'attache du coté axostyle; La dissection

est effectuée dans le liquide physiologique dont la composition en mM est
donnée par FATT et KATZ (1953) soit : NaCl : 513 ; KRCl : 12,9 ;

CaCly : 11,8 ; MgCly : 23,6 ; COgHNa : 2,6. La fibre, une fois isolée, est
placée dans une petite cuve (contenance : 1 ml) remplie de ce liquide phy-
siologique constamment renouvelé de pH 7,8 et dont la pression osmotique

est équivalente 3 celle d'une solution contenant 1163 milliosmoles.

II - STRUCTURE

La fibre a la particulérité de présenter d'abondantes inva-
ginations longitudinales du sarcolemme (K6LLIKER, 1866 ; RUTHERFORD, 1897 ;
PEACHEY, 1966, 1967), et présente de plus, par rapport aux fibres de ver-—

tébrés, un double systéme tubulaire transverse : l'un situé & 1'aplomb




DACTYLOPODITE

PROPODITE

CARPOPODITE

- BAST
" “FSCHIOPODITE

Figuwie 1.
Schéma de £a musculature du périopode Pe de crabe.

La section de La carapace est effectule selon Les arétes A et B. Les

fibres se présentent alons disposées parallilement en difgerents

faisceaux et sont insérées a Leurns extréemitis sur La carapace {exo-
Ty squelette) d'une part et sur une Lame caleaire, L'axostyle (endo-
\?\Cﬁf | squelette) d'autre part. - .
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Figure 2,
Aspect mo&phaﬂogique3¢é§éi3@é@ne musculaine strnite squelet-

Lique de crabe.

La fibre est isokée a partin du méropodite de £'une des pattes Loco-
motrices du crabe et maintenue dans du Liquide physioLogique de
nefenence {eau de men antifdcielle) dont La composition, en mM, donnée
par FATT et KATZ (1953) est La suivante : Na*t = 515,6 ; Kt = 12,9 ;
Cat* = 11,8 ; Mg** = 23,6 ; CO~ = 596,7 ; CO3H- = 2,6.
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de la strie Z, dénommé Tz ; l'autre, au niveau de jonction bande A -

bande I et dénommé TAT, lequel présente des contacts diadiques, caractéris-—
tiques des crustacés, avec les citernes terminales du reticulum sarcoplas-
mique (Fig. 3 d'aprés MATHIEU, 1970 ; PEACHEY et HUXLEY, 1964 ; PEACHEY,
1967 ; ATWOOD, 1971). Toutefois, une étude ultrastructurale récente
(DELORME et coll., 1978) de cette préparation montre (Fig. 4), outre 1'ex-
tréme richesse du systéme tubulaire, des contacts diadiques avec les ci-
ternes du R.S. 3 tous niveaux et notamment au niveau des gros tubes Tz

dans des régions proches de la membrane sarcolemmique. Ainsi le rdle uni-
que de soutien donné a ées tubes Ty par PEACHEY (1965, 1967) doit &tre com-
plété dans la mesure oli & son niveau la présence de contacts diadiques est

observée. Le rb6le exercé par ce systéme Tz pourrait concerner €galement

celui relatif au couplage excitation-contraction.

ORGANISATION DU
SARCOMERE P

SYSTEMES MEMBRANAIRES
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Stucture et wltrastriictuns-de Ra fibre musculaire de crabe.
(d'apres MATHIEU, 1970)

Le schéma du haut montre Le pAeudb-chLAonnement de La fibre par

Lnvagination de La membrane sarcolemmique.
Le schéma du bas montre L'existénce duw double systéme tubulaire
transverse et L'organisation du sarceméne.i
- TAT hepndsente Le systeme tubulaire transverse, Localisé au
niveau de La jonction bande A-bande 1, qui forme des diades
(D) au contact des nenflements (citernes terminales) du reti-
cwlum sancoplasmique Longitudinal qui entowre Les myogilaments .
- TZ nepriésente Le systeme tubulaire trhansverse, Localise au
niveau de La strnie 2, qui contowwne Les myofibrilles de surgace
et se subdivise en Longeant Les myofilaments plus internes.
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Figure 4

Uttrhastructure de La gibre musculairne strnite squelettique

de crabe, obsenvée : A, en coupe trhansversale, B, en coupe

Longitudinale. 7
Ces photographies montrent L'abondance du systeme tubulairne (T) et
L'existence de contacts diadiques (D) entre ces tubules (T et TZ)
et Les citenrnes du reticulum sarcoplasmique (R), constituant Les
jonctions de couplage.

La coupe trhansversale penmet de montrern L'invagination de La
membrane sarcolemmique et £'existence de diades (f§Léche) au niveau
d'un tube de grand diametre.

: bande A ; AT : ext&emLté de La bande A ; B : basale ;
E : Cpdne du tube T ; 1. : bande T ; M : mitochondnie ;
Z : Ligne Z.

Grossissement : A = 12 500 ; B = 25 000

(Dd a £'obLigeance du Professeur P. DELORME)
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| - POSITION DU PROBLEME

De nombreuses.revues sur la biochimie des protéines contractiles
et la base moléculaire de la contraction ont &té puBliées (DREIZEN, 1971 ;
TAYLOR, 1972 ; HARRINGTON, 1972 ; LOWY, 1972 ; TONOMURA et OOSAWA, 1972 ;
WEBER et MURRAY, 1973 ; FUCHS, 1974). La contraction des muscles striés
qui requiert la combinaison de protéines (myosine et actine) localisées
au niveau des filaments gros et fins, est morphologiquement &quivalente
au glissement de ces filaments organisés au niveau du sarcomére
(SZENT-GYORGYI, 1951 ; HASSELBACH, 1953 ; HUXLEY et HANSON, 1957 ; HANSON
et HUXLEY, 1957 ; HUXLEY, 1957). Ce glissement mutuel est réalisé grice
3 1'interaction des filaments d'actine et de myosine, lesquels activent

le clivage de 1'ATP en ADP et Pi (HUXLEY, 1969).

La premiére évidence du rdle joué par le Ca** dans la régula-
tion de la contraction et de la relaxation a &té donnée par les travaux de
HEILBRUNN et WIERCINSKI (1947) ; depuis, l'importance de cet ion est rap-
portée dans de nombreuses revues parmi lesquelles citons SANDOW, 1965,
1970 ; FUCHS, 1974 ; SZENT-GYORGYI, 1975 ; EBASHI, 1976. Toutefois, la
sensibilité du systéme & 1'ion Catt n'est pas la propriété intrinsdque de
1'interaction entre 1l'actine, la myosine et 1'ATP, mais nécessite la pré-
sence d'autres protéines de nature réguiatrice (EBASHI, 1968). Ces proté-
ines régulatrices consistent en tropomyosine et troponine (EBASHI et ENDO,
1968). Le rdle de la troponine dans la régulation, par le Ca**, de la con-
traction a &t& vu en détail au niveau des muscles striés de vert&brés
(EBASHI et ENDO, 1968 ; EBASHI et coll., 1968 ; FUCHS et BRIGGS, 1968 ;
WEBER et MURRAY, 1973 ; POTTER et coll., 1976 ; DABROWSKA et SZPACENKO,
1977). Ainsi, la troponine extraite du lapin est composde de 3 sous-unités
(GREASER et GERGELY, 1971). La TN-I ("Troponin-inhibiting-subunit") inhibe
1'interaction de 1'actine et de la myosine 3 la fois en présence et en
absence de Ca** (PERRY et coll., 1972 ; EBASHI et coll., 1972 ; GREASER
. et coll,, 1972 ; HARTSHORNE et DREIZEN, 1972). La TN-C (''calcium~binding
subunit") correspondant & la trSponine A décrite par HARTSHORNE et MUELLER
(1968) est le fragment qui présente une haute affinité pour le Cat+
(GREASER et coll., 1972 ; GREASER et GERGELY, 1973) et qui, en présence de
Ca*t, supprime 1'inhibition de 1'ATPase (ATP Phosphorylase) induite par
.le TN-I (HARTSHORNE et DREIZEN, 1972 ;3 PERRY et coll., 1972 ; voir WEBER

.
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et MURRAY, 1973). La troponine B correspon& en fait essentiellement 3 la
TN-I et 3 la TN-C (WILKINSON, 1974). La TN-C lie, ainsi, le Ca** 1libérég,
du reticulum sarcoplasmique, aprés stimulation entrafnant ainsi un dépla-
cement relatif de la tropomy&sine par rapport 3 l'actine, et permettant
1'hydrolyse de 1'ATP (KRETSINGER et BARRY, 1975). La TN-T ("Tropomyosin-
binding subunit') présente, quant & elle, un rSle structural et permet
la liaison de la troponine 3 la tropomyosine et est ainsi nécessaire au
contrSle de la régulation du Ca** (GREASER et GERGELY, 1973 ; DRABIKOWSKI
et coll., 1972).

Quant 3 la tropomyosine, isolé@e par BAILEY (1948), dont la
molécule consiste en 2 chalnes polypeptidiques sous forme de deux hélices
(WooDSs, 1966 ,:COHEN.et coll., 1971 ; LONGLEY, 1975 H PARRY 1975 entre
autres), elle s'étend tout au long du filament d' actlne,:tandls que la
troponine n'est présente qu'd intervalles de 400 & environ (v01r GILLIS,
1975). Elle influence notamment 1'interaction entre le complexe actine-
myosine (actomyosine) et le Mg~ATP (DANKER, 1970). De plus, des &tudes de
cinétique montrent bien que le complexe troponine-tropomyosine inhibe
1'ATPase de la myosine activée par l'actine, @ travers un blocage des sites
activateurs des filaments d'actine (EISENBERG et KIELLEY, 1970 ; PARKER,
PYUN et HARTSHORNE, 1970).

Les fibres musculaires des pattes de crabe, Carcinus maenas,

comme celles de la plupart des décapodes présentent un type de régulation
1ié 3 1'actine (LEHMAN et SZENT—G&ORGYI,I97S). Certains muscles de homard
présentent le méme type de régulation alors que d'autres (muscles lents)
présentent, en plus, un type de régulation 1ié & la myosine (REGENSTEIN et
SZENT-GYORGYI, 1975 ; LEHMAN et SZENT7G§ORGYI, 1975). Le type de régula—
tion 1ié i 1'actine est mis en évidence par un test basé sur le fait que
le complexe troponine-tropomyosine réduit 1l'affinité de 1l'actine pour la
myosine en absence de Cat++ (HARTSHORNE et PYUN, 1971 ; EISENBERG et
KIELLEY, 1970) ; 1'actine pure en excds active 1'ATPase de l'actomyosine
qui présente un systéme régulateur 1lié a l'actine, méme en absence d'ions
Ca+;. Toﬁtefois, des études récentes montrent une régulation liée & la
myosine dans de nombreux muscles de décapodes, sous des conditions ioni-

ques physiologiques (LEHMAN, 1977).
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Quant 3 la myosine, elle présente un site actif qui est cons—
titué par la méromyosine lourde (HMM : "heavy meromyosin'" ; voir MANNHERZ
et GOODY, 1976). Une sous fraction de la LMM ("light meromyosin'), la
IMM-1 agit comme inhibiteur des ATPases myofibrillaires, elle se trouve
incluse dans la structure des filaments de myosine et agit sur les sites
actifs de la myosine (KALAMKAROVA et coll., 1975). Toutefois, 1l'activité
ATPasique de la myosine varie selon les différents animaux et pour les
différents muscles ; ainsi, elle est plus faible dans les muscles squelet-
tiques lents et cardiaques que dans les muscles squelettiques rapides
(BAILEY, 1942 ; SEIDEL et coll., 1964 ; BARANY et coll., 1965 ; GERGELY
et coll., 1965 ; KATZ et coll., 1966 ; voir SYROVY, 1975). Cependant, si
cette myosine provoque une hydrolyse de 1'ATP, son activité enzymatique
est relatlvement faible. Par contre, si l'actine est additionnée au sys-—
téme, les &eux protelnes se combinent en formant 1' actomyosfne et 1'hydro-
lyse est aEcrue (v01r”GILLIS 1972, 1975). Quand 1'ATP est ‘additionné i un
complexe d'actine et de HMM, la dissociation du complexe actine-HMM sur--
vient avant la libération de Pi (CHOCK, CHOCK et EISENBERG,1976). Des tra-
vaux effectués a partir de fragments de myosine montrent que le taux maxi-
mum d'hydrolyse de 1'ATP 3 une concentration infinie d'actine est suffi-
samment importante pour &tre en accord avec l'énergie libérée lors de la
contraction du muscle (EISENBERG et MOOS, 1968, 1970 ; voir MANNHERZ et
GOODY, 1976). Le Ca** est connu comme cofacteur activant 1'action enzyma-
tique de 1'actomyosine en hydrolysant 1'ATP et libérant 1'énergie pour la
contraction (voir SANDOW, 1965). L'énergie libérée par 1l'hydrolyse de la
molécule d'ATP conduit & un glissement des filaments fins d'actine par
rapport aux gros filaments de myosine dans les sarcoméres des myofibrilles
musculaires (DAVYDOV, 1974). Les premiéres phases de 1'hydrolyse du
Mg-ATP par 1'actomyosine (voir ci-dessous) ont &té reportées par LYMN et

TAYLOR (1971), LYMN (1974)

—_—
M+ ATP T——= M.ATP T———= M.ADP.P. T——= M + ADP + P
+ A 4+ A + A : + A
—_

A M + ATP = A.M.ATP — A M.ADP.P. AM, + ADP + Pi
. < < <

(A = actine ; M = myosine).
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Dans le muscle au repos, lorsque l'interaction avec 1'actine est bloquée,
90 p. 100 de la myosine se trouve pfésente sous forme de complexe inter-
médiaire myosine~ADP.P et 10 p. 100 sous forme de myosine ATP (WEBER et
MURRAY, 1973). MARSTON et TREGEAR (1972) trouvent qu'au niveau des fibres
musculaires glycérinées, le nucléotide 1ié est 1'ADP. Le taux d'hydrolyse
d'ATP par les myofibrilles au repos dépend de la stabilité du complexe
myosine ADP.P..Toutefois, l'activité ATPasique, au niveau de ces diffé-
rentes préparations, est montrée dépendre de nombreux facteurs tels que
1'environnement ionique, le pH... (voir LEGER et coll., 1975 ; FUCHS,
1974 ; MANNHERZ et GOODY, 1976).

Ainsi, 3 partir de myofibrilles isolées de crabe, une &tude de
1'importance de cet environnement ionique au niveau de 1l'activité& ATPasique

peut 8tre .entreprise dans le but de rapporter cette activité .au phénoméne

contractile et de-ce: fait d'élucider le couplage excitatiom-contraction.

II - TECHNIQUES

1) Préparation des myofibrilles isolées de crabe

Les différentes fibres musculaires, prélevées comme cela a été
décrit antérieurement, sont coupées en morceaux et placées ensuite dans un
milieu KC1l 0,1 M, Tris— HCl 10 mM. La technique de préparation des myofi-
brilles isolées dérive de celles décrites par PERRY et GREY en 1956 et
HOTTA et BOWEN en 1970, Les fragments musculaires sont placés dans un
"Potter" et homogénéisés dans un premier temps dans la solution KC1 0,1 M,
Tris-HCl, 3 raison d'une dilution au 1/10, pendant 20 secondes i vitesse
moyenne. L'ensemble est ensuite centrifugé 2 0° C, & 900 tours/minute
pendant 5 minutes. Le surnageant est alors éliminé, et le culot repris et
dilué 10 fois dans la solution KCl 0,1 M, Tris-HCl. Une nouvelle homogé-
néisation est réalisée A vitesse rapide pendant 30 secondes & 0° C. L'ho-
"mogéndisat est alors centrifugé-i 0° C pendant 10 minutes & 1500 tours/mi-
nute. A la suite de cette opération, le surnageant est &€liminé et le culot
est cette fois dilué 10 fois dans la solution initiale (KCl 0,1 M, Tris-
HC1 10 mM) additionnée de Triton X 100 (2,5 p. 100) et laiss& pendant
1 heure 3 0° C. L'utilisation d'un détergent non ionique.tel que le Triton

X 100 a pour but d'éliminer le reste éventuel de membrane mitochondriale ou
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de reticulum sarcoplasmique ; les protéines contractiles n'étant pas inac-
tivées par ce détergent (SOLARO, PANG et BRIGGS, 1971). De méme, Mc FARLAND
et INESI (1971) montrent que le Triton X 100 solubilise enyirom 80 p. 100
des protéines membranaires ainsi que l'ensemble des phospholipides membra-
naires‘du reticulum sarcoplasmique. Ces auteurs précisent par ailleurs que
la fraction soluble renferme 1'ATPase dépendant du Ca*t du reticulum sar-
coplasmique. Toutefois, avant le dosage du Pi par la méthode de FISKE et
SUBBAROW  (1925), il est nécessaire de bien laver les myofibrilles. En
effet, DULLEY (1975) met en &vidence, en présence de détergent, la forma-
tion d'un précipité qui entralne une perte de la couleur résultante lors
du dosage. De fait, aprés avoir laissé les "myofibrilles" en présence de
Triton X 100, 1'ensemble est centrifugé 3 1500 tours/minute pendant 10 mi-
nutes. Le surnageant est alors &liminé€ et la partie supérieure du culot
est diluée«5 .fois ‘dans la solution KCl 0,1 M, Tris-HCLl ;:itrois -lavages,
séparés "de centrifugation & 1000 tours/minute pendant 10 minutes, sont
ensuite effectués dans ce milieu. Finalement,‘les suspensions de myofi--

brilles sont stockées 3 0° C.

2) Pureté des protéines de structure : contrble en microscopie

€lectronique

La suspension de myofibrilles est cehtrifugée a 1500 tours/minute
pendant 10 minutes. Le culot est alors repris et lavé deux fois de suite
dans un tampon phosphate (pH = 7,2) afin d'éliminer le Tris, puis fixé dans
un mélange glutaraldéhyde 1 % pﬁosphate pendant | minute. L'&tape suivante
consiste en 2 lavages successifs dans le tampon phosphate avant la fixation
pendant 1 heure dans le mélange acide osmique - tampon phosphate. La
déshydratation s'effectue alors en passant successivement deux fois pendant
15 minutes dans différents bains d'alcool & 25°, 60°, 75°, 95° et 100° ;
puis 1l'ensemble passe dans deux bains successifs d'oxyde de propyléne pen-
dant 30 minutes. Ensuite, la préparation est placée dans un mélange vo-

lume-volume d'oxyde de propyléne’et d'araldite pendant 1 heure avant
d'@tre mise dans le mélange final d'araldite pendant 12 heures & 4° C.
Enfin, aprés un passage d'une heure dans le ﬁélange final 3 20° C, la
préparation est incluse définitivement et mise en &tuve & 60° C pendant
3 jours. Le mélange final d'araldite renferme 1 volume d'araldite pour

1 volume de durcisseur auxquels sont ajoutées 12 gouttes d'accélérateur
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pour 10 ml de mélange.

Les coupes fines ainsi que 1'examen en microscopie électronique
sont réalisées par le Ddcteur PORCHET (Laboratoire de Microscopie Elec-
tronique de 1'Université). Les photos obtenues (Figs 5 et 6) montrent que
la préparation est constituée uniquement de myofibrilles & 1'exclusion
de toutes structures membranaires. Une telle préparation peut donc étre
utilisée pour le dosage de l'activité ATPasique des myofibrilles en fonc-—
tion de leur environnement ionique. Toutefois, de fagon & maintenir des
conditions standard, il importe de connaftre la quantité de protéines de

structure en suspension dans un volume déterminé.

: u§§ 3) Dosage spectrophotométrique des protéines

La quantité de protéines myofibrillaires présente en suspension
est dos@e par une méthode dérivée de celle de LOWRY et coll. (1951). Le

dosage s'effectue de la fagon suivante

- 0,05 ml de la suspension myofibrillaire est mis en présence
de 0,2 ml de NaOH N ; d&s cet instant, il est nécessaire d'attendre une

heure au minimum pour la solubilisation des protéines ;

- ensuite, 0,15 ml d'eau bidistillée sont ajoutés au mélange

précédent ;

-~ puis, sont additionn&s 2 ml d'une solution (D) qui consiste en
un mélange de 50 ml de NapCO3 & 2 p. 100 avec | ml d'une solution (B) pré-
parée juste avant le dosage. Cette derniére solution renferme I volume de
Cu SO4, 5 Hp0 & 1 p. 100 et 1 volume de tartrate double Na, K a 20 p. 100.
Une attente de 10 minutes & temp@rature ambiante est nécessaire aprés
l'additiop de la solution D et avant 1'addition de 0,2 ml de la solution
commerciale de FOLIN (réactif de coloration) diluée 3 moitié. La lecture
s'effectue ensuite, lorsque la coloration est établie en 1/2 heure &
1'obscurité, au spectrophotométre a 750 nm. Au préalable, avant chaque

série de dosage, une courbe étalon (Fig. 7) est réalisée en partant d'une

" solution de B S A (Bovin Serum Albumine) & 500 ¥ /ml. De maniére a conser-—

ver la méme concentration ionique que pour la suspension de myofibrilles,

la gamme étalon est réalisée en présence de 0,05 ml de KCl1 0,1 M, Tris-HCL.




Examen en microscopie &lectronique des myofibrilles isolées

de crabe, montrant L'absence de 5

ysteme membranaine au
niveau de La préparation. ‘

Grossissement : 6 000, Fixation glutaraldéhyde 1 p.100.
Les §ibrilles nestent pour La plupart regroupies en "paquet”. Les

plans de coupe montrent des myofibrilles en coupe Longliudinale,
oblique ou transversale.




Examen en microscopie electronique des myofibrilles £solées
de crabe. :

Grossissenment » A = 20000, B = 25 000. Fixation glutaraldehyde :

1 p.100.

Ces photographies névelent L'absence de toute structure membranaire
ainsi que Le regroupement des myo fAbrilles .
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Figurne 7

Counbe 8talon etablie pour Le dosage, par La méthode de
LOWRY, des protéines a parntin de BSA (Bovine Serum
ALbumine) . :

Evolution de La coloration exprimée en densite opiique en fonction
de La quantité de protéines se thouvant dans un volume §inal de

0,4 ml avant £'addition des solutions de coloration. (conditions
ddentiques a celles du dosage des protiines de structure). De facon
a se placen dans des conditions parfaitement identiques a celles du
dosage de ces protéines de strwucture, dans fLe volume de 0,4 ml sont
inclus : KCL 0,1 M (0,05 mE) et NaOH 1T M (0,2 me).

4) Détermination de l'activité ATPasique par 1'intermédiaire de

VLG
A

1'hydrolyse de 1'ATP : dosage du Pi 7

L'activité ATPasique de ces suspensions myofibrillaires est dé-
terminée par la mesure de la quantité de Pi libérée en présence d'ions et
d'ATP 3 des concentrations variées. Le dosage du Pi est réalisé de la fa-
gon suivante : 0,5 ml d'une solution de concentrations ioniques et d'ATP

déterminées sont mis en présence de 0,4 ml de KC1 0,i M, Tris-HCl ; & ce

25
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mélange est alors additionné 0,1 ml de suspension de myofibrilles. La
réaction s'effectue dans un bain marie & 20° C. Elle est ensuite stoppée
par 1'addition de 0,35 ml d'acide trichloracé&tique (TCA) & 20 p. 100, et
1'ensemble est placé & 0° C puis centrifugé. Ce blocage de la réaction par
1'acide TCA est efficace comme le montrent TONOMURA et INOUE (1974),

SYROVY (1975) entre autres, pour 1'étude des ATPases de la myosine. Pour
les tubes témoin, l'acide TCA est additionné dés le début, avant méme
d'avoir introduit la suspension de myofibrilles afin d'emp@cher 1'hydrolyse
de 1'ATP. Dés lors, 1 ml de toutes les solutions i tester est prélevé et
additionné de 0,1 ml d'eau bidistillée. La réaction de coloration s'effec-
tue en ajoutant 3 ce mélange 0,2 ml de molybdate d'ammonium a 8,3 p. 100,
puis 0,1 m! d'un mélange destructeur qui consiste en un regroupement dé
deux acides purs et concentrés (Volume-Volume) soit HC1Oy et.H2864 ; enfin
la coloration est obtenue par 1'addition de 0,2 ml d'une solution d'amidol
3 1 p. 100 dans du sulfite de Na anhydre & 20 p. 100. Cette solution d'a-
midol est préparée avant chaque série de, K dosage et est laiss@e 30 minutes

3 1'obscurité avant d'étre filtré&e sur papier Wathman n° 1. La coloration
s'établit alors progressivement en 1 heure 3 1'obscurité et le dosage du Pi
s'effectue au spectrophotométre & 725 nm. Au préalable, comme pour le do-
sage des protéines, une courbe étalon est &tablie en partant d'une solution
de K H) PO4 anhydre (Fig. 8). L'ensemble des dosages a €té réalisé au labo-
ratoire de Biochimie moléculaire de 1'Université (Professeurs KREMBEL et
MONTREUIL) oli il a été possible de disposer du matériel nécessaire et de

1'aide indispensable.
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Phosphore [¥]

Figure &
Counbe Ztalon établie pour Le dosage spectrophotocolonims-~
uique du phosphone,

Evolution de La coloration exprimée en densité optique en fonction
de La quantité de phosphore se trouvant, avant La coloration, dans
un volume de 1,1 ml, La courbe est établie & partin d'une solution
de KHoPO, anhydre. :

Bus

ke
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[11 - STANDARDISATION DES RESULTATS

1) Conditions de référence

Comme cela a été indiqué antérieurement (dosage des protéines),
les protéines de structure en suspension dans 0;5 ml de KC1 0,1 M - Tris
HC1, sont’mises en présence d'une solution de contenu ionique déterminé de
fagon a obtenir en conditions fiﬁales, au moment de 1'hydrolyse de 1'ATP,
un milieu environnant sensiblement équivalent 3 celui du milieu interne
dont la composition est celle proposée par PROSSER et BROWN (1962), a sa-
voir en mM : Na* = 54 ; K¥ = 112 ; C1™ = 54. Ici, du fait de la guspension
en KC1 0,1 M, la concentration en Cl~ est de 76 mM, celle en k* dé”f06.
Les concentrations en Ca*t et Mg** sont respectivement &gales 31 et 7 mM.
La solut{on contenant de 1'ATP (ATP disodique NBC, 3 concentration finale
de 2 mM); tamponnée par du Tris-HCl (15 mM), a un pH‘compris entre 6,6
et 6,8. '

2) Choix du temps de contact des protéines de structure avec

la solution de référence

Dans un premier temps, il était nécessaire de connaltre 1'évolu-
tion de 1'activité ATPasique myofibrillaire en fonction du temps de réac-
tion & 20° C dans le but d'obtenir un taux d'hydrolyse suffisant et cons-
tant. La courbe de la figure 9 montre que la quantité de Pi libé&rée lors
de cette activité& ATPasique est directement proportionnelle au temps de
réaction pour des durées comprises entre O et 20 minutes. Au-deld, la
réaction a tendance 3 diminuer et la quantité de Pi 1libéré est relative-
ment moins ‘importante. Ainsi, pour la suite des expérieneeé, letﬁémps
moyen deyiﬁ_ﬁinutes a été retenu dans la mesure ou il cofrespond au temps
nécessaire & 1'obtention du taux d'hydrolyse maximum. La quantité de Pi
1ibéré est exprimée, pour une série d'expériences déterminées, en unités
arbitraires (p. 100). Ce dosage a été effectué a partir d'une suspension
myofibrillaire de 210 ¥ pour 0,1 ml (2,1 g/1). Toutefois, 1'activité
ATPasique de telles préparations est relativement instable. Ainsi, chez
un mollusque, AZUMA et coll. (19755 montrent que l'activité ATPasique de
la myosine maintenue dans une solution de KCl1 0,5 M & pH neutre et a 0° C

est relativement instable et diminue de 10 & 20 p. 100 par jour. Aussi,
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- Figure 9

Quantite de PL Libérné au courns de L'hydrolyse de L'ATP par
Les myofilaments, exprimée en unités arbitraires (p.100),
en fonction du temps.

Les pnote&neé myo fibrillaines utilisées sont conservies en sudpen-
sdion, @ La concentration de 210 v pour 0,1 me, dans une solution de
KCL 0,1 M. La vaLeur de référence 100 p. 100 prise pour un temps de
10 m&ﬂuteA cornespond a La quantate de PL Libené pendant ces .10 mn,

a 20°C, pour 210 y de protéines mises en présence du milieu nenger~
mant R'ATP et se trouvant ainsd au moment de La réaction dans un
volume de 1 mk.

La concentration des Lowns 2014 de L' hydrolyse est £a sulvante :

Ca*t = 1 mM ; Mg™" = 7 mM ; Na* = 54 mM ; K* = 106 mM ; ATP = 2 mM ;
CL- = 76 mM ; SO, = 22 mM CH3CH2COO‘ =52 mM ; Th&é HCL = 15 mM ;
La naction est stoppée, en tempA desine, panr addition d'acide trui-
chloracétique.
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~ est-ce la raison pour laquelle 1'ensemble des dosages réalisés sur une
préparation de. suspensions de myofibrilles se fait sur une, voire deux
journées, en prenant systématiquement pour chaque série des témoins.
D'autre part, un des facteurs essentiels est de bien maintenir constant le
pH des solutions utilisées dans la mesure ol des variations de pH entral-
nent des modifications d'activité ATPasique. EnAeffet, WOLODKO et KAY
(1975), étudiant 1l'activité ATPasique de la myosine cardiaque, montrent
que pour la gamme des pH alcaliﬁs de 7,1 a2 9,3, cette activité ATPasique
est d'autant plus forte que le pH augmente. Toutefois, STRETER et coll.
(1966), SEIDEL (1967), GUTH et SAMAHA (1969), SAMAHA et coll. (1970),
SYROVY (1975) montrent que 1'acti§ité ATPasique della myosine du muscle
rapide est relativement stable en milieu alcalin alors que célle de 1la
myosine du muscle lent et du muscle cardiaque est & l'inverse labile, Les
ATPases &yofibrillaires des muscles cardiaques et squelettiques sont éga-
lement activé@es pour des gammes de pH compris entre 7,4 et 5. Toutefois,
1'acidose diminue la sensibilité au Ca** de 1'ATPase myofibrillaire a la-
fois du muscle ventriculaire et du muscle gastrocnémien du lapin (KENTISH
et NAYLER, 1976). Par contre, les activités Mg** ATPasiques de 1'actomyo-
sine, de myofibrilles et de la myosine des muscles cardiaques et squelet-
tiques sont activées par des pH alcalins et inhibées par une augmentation

‘'de la force ionique (voir LEGER et coll., 1975). Cette dépendance du pH
est également observée au niveau de la myosine du muscle de mollusque par
AZUMA et coll. (1975). Sur la fibre musculaire de crabe, DE VILLAFRANCA
(1967) montre de méme que 1l'activité ATPasique myofibriliaire est dépen-
dante du pH et qu'il existe une inter-relation entre le pH et les activa-
tions Ca** et Mg** du systéme enzymatique. Cette corrélation est également
précisée chez le crabe par PORTZEHL et coll. (1969). Ces auteurs précisent
toutefois que sur leur prébaration myofibrillaire de crabe, un changement
de la valeur du pH dé 6 2 8 n'entraine qu'une trés légére diminution de
1'hydrolyse de 1'ATP. La diminution du Ca** requis pour la 1/2 activation
apparait 8tre plus faible pour la gamme de pH de 6,5 & 7 que de 6 & 6,5
et de 7 a 8.

3) Choix.de la concentration en protéines de structure et en

substrat

Le pH des solutions utilisées &tant maintenu par le tampon

Tris-HC1 & une valeur de 6,8 (valeur proche de celle trouvée par PAILLARD
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(1972) pour le milieu intracellulaire de la fibre de crabe), le deuxiéme
facteur important i déterminer concerne la concentration de prdtéiﬁés.
mises en réaction en présence de différentes quantités d'ATP pour des con—
centrations de Nat, K*, Mg** et Ca*t standard. De fait, il est connu que
les concentrations d'enzyme et de substrat sont importantes. En effet,
NIHEI et FILIPENKO (1975) montrent que l'activité ATPasique dépend de la
quantité de myosine et de la quantité@ de substrat en réaction. La figure 10

montre, qu'au niveau des myofibrilles de crabe, 1l'activité ATPasique,

M : ;‘:~'
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52.5 105 1575 210

Protéines [¥/0.1ml]

Quantite de PL ul?é}Lé; exp/u'rhée en unités ani;iﬂwx’ne/s
(p.100), en fonction de La quantité de protéines de struc-
Zure prisente dans La suspension initiale de 0,1 ml.

Les counbes sont etablies pour un temps de néaction de 10 minutes
et pourn deux concentrhations différentes d'ATP : 4 = 2 mM ; o = 3 mM.

Les concentrations des autrhes Lons en solution dans Le milieu envi-
ronnant Les proieines de structure sont celles de néférence, 504t :
Catt = 1 mM ; Mg** = 7 mM ; K¥ = 106 mM ; Na* = 54 wM ; CL~ = 76 mM ;
80,7~ = 22 mM ; CH3CHoCOO™ = 52 mM ; Trndis HCL = 15 mM, ,
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exprimée en p. 100 de Pi 1libéré pendant lQ.minﬁtes, est sensiblement di-
rectemehf bfoportionne11e'5 la concentration de protéines pour des valeurs
comprises entre 52,5 Y et 210 X pour 0,1 ml de suspension initiale (0,52 et
2,10 g/1). Cette figure montre, de plus, que 1'activité ATPasique dépend
de la concentration en ATP,.

La courbe exprimant la quantité de Pi 1ibéré pendant 10 minutes
en fonction de la concentration en protéines semble toutefois curvilinéaire,
et, c'est la raison pour laquelle la concentration de protéines en suspen-—

P

sion initiale sera prise égale a 1,05 g/1 (105y /0,1 ml).

Les facteurs, temps de réaction (10 min.) et quantfté de pro-
téines (1,05 g/1), &tant déterminés, 1'influence du facteur ¢on€gntration
en substrat doit &tre analysée dans les conditions standard. Céfée in-
fluence a d'ailleurs été vue par de nombreux auteurs, en particulier par
DE VILLAFRANCA (1967) sur les myofibrilles de crabe ; il montre en effet‘
1'importance de 1'ATP et détermine un maximum d'activité, suivant le
milieu, pour des valeurs de substrat comprises entre 2 et 6 mM. L'inhibition
de 1l'activité survient pour des niveaqx plus bas de substrét lorsque la
concentration de Ca** passe de 10 mM & 1 mM. Il apparalt aussi que 1'in-
hibition survient 3 peu prés pour une concentration en substrat égale a
- la concentration en ions divalents (DE VILLAFRANCA, 1967). De plus,
FENNER et coll. (1973) montrent, sur leur préparation (myosine myocar-
dique) que la concentration saturante d'ATP est de 4 mM lorsque le K%
est utilisé comme activateur alors que l'effet inhibiteur des concentrations
supérieures en ATP est trés faible pour l'enzyme activé par le catt,
Quoiqu'il en soit, de hautes concentrations en substrat inhibent 1'ATPase
myofibrillaire indépendamment de la présence d'ions divalents activateurs
(PERRY et GREY, 1956 ; FINKEL et GERGELY, 1961 ; DE VILLAFRANCA, 1967).
Cette inhibition de substrat décrite antérieurement par HASSELBACH (1952 a)
est probablement due & 1'ATP libre et elle se produit quand cette concen-—
tration d'ATP est supérieuré 4 celle de CaCl, (AVENA et BOWEN, 1971) pour
la myosine du muscle squelettique comme 3 celle de MgCl, (PERRY et GREY, 1956 ;
voir LEGER et coll., 1975). De méme, pour BOCHARNIKOVA et coll. (1974) le
r6le du substrat dans la réaction ATPasique de la myosine peut &tre supporté
3 la fois par 1'ATP et le complexe ATP-Ca. L'interaction compétitive entre
ces deux substrats semble &tre la raison probable de 1'inhibition de la

réaction observée 3 haute concentration d'ATP. Pour ces auteurs, une dimi-

-
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nution dans le degré du processus enzymatique serait &galement due &

1'excés d'ATP libre par rapport & la concentration du complexe ATP-Ca.

"Au niveau de notre préparation, la concentration en ATP au moment

de la réaction influence directement la libération de Pi. En effet, la

figure 11 indique que la concentration optimale en ATP est de 2 mM dans

les conditions standard sans toutefois que 1'inhibition par excés de

s ¥ |
Q
2
a '
0 1 2 3 4
[ATP] mM
Figwee 11

Quantité de PL Libéneé , exprimie en unités arnbitrhaires
(p.100), en gonction de La concentration d'ATP, en mM,
du milieu de néaction.

La néaction qui se déroule dans un volume de 1 mf en présence de
105 v de protéines myogibrillaines durne 10 minutes.

La concentration des Lions, pouwr une concentration en ATP de 2 mM

est : Catt = 1 mM ; Mg** = 7 mM ; Nat = 54 mM-; K* = 106 mM
CL- = 76 mM ; SO,~~ = 22 mM ; CH3CH,CO0~ = 52 mM ; Tnis HCE

~e

15 mM.

]

Comme pour Les figures suivantes, Les diffénents points de La courbe
conespondent & La moyenne (m) des valeurns, encadriée de son Ecant-
type (o) pour un nombre de valewrs n = 6,
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substrat ne soit &vidente pour des concentrations comprises entre 3 et 4 mM,
alors que 1l'activité ATPasique est beaucoup plus faible pour des concen-
trations comprises entre 2 et 1 mM. Compte tenu de ce résultat, pour la

suite des expériences, la concentration en ATP sera fixée 3 2 mM.

4) Contrdle biochimique de la pureté

Un dernier contrdle au niveau de la préparation, avant de voir
1'importance de 1l'environnement ionique, a consisté& & vérifier 1Eabsence
d'ATPases membranaires dépendantes du Na* et du K*. En effggézl';cﬁivité
de 1la kﬁéka*)%ATPase est inhibé&e par 1'ouabaine (DUNHAM;éﬁ ¢L§NN;;i§61 H
CHARNOCK et coll., 1975 ; INAGAKI et coll., 1974 ; GODFRAIND et.DE POVER,
1975 ; SCHUURMANS STEKHOVEN et coll., 1976). La figure 12 montre en effet
que cette substance n'a pas d'influence sur l'activité ATPasique des
myofibrilles purifiées de crabe, montrant ainsi 1'absence, au niveau de
la préparation, d'ATPases membranaires dépendantes du Nat et du K*. Il
faut toutefois préciser que cette substance n'altére pas l'activité
ATPasique dépendante du Ca** pourtant mise en évidence au niveau des mem-—
branes cellulaires (DUNHAM et GLYNN, 1961 ; CHA et coll., 1971) dans la
mesure od SZASZ (1975) observe la méme activité ATPasique en présence de

0,25 mM d'ouabaine.

0 0.2 . 0.4

ouabalne




35

5) Effets de la force ionique et de 1'activité des ions.

Ainsi, désormais les ré@actions permettant de déterminer 1l‘'activité
ATPasique de la préparation, ol 1'absence de membrane a pu &tre contrdlée,
se font en présence de 105 Y de protéines en suspension dans l.ml, pen—
dant une période de 10 minutes et avec une concentration 4d'ATP de 2 mM.
Toutefois, ces paramétres &tant déterminés, pour &tudier 1'importance de
1'environnement ionique, les modifications des concentrations en ions vont
entrafner des variations de la force ionique, au niveau des myofibrilles.
En effetzgaé ﬁéme qu'il €tait important de maintenir le pH, il importe de
connaltre 1a force ionique du milieu utilisé, celle-ci 1nf1uengant 1 ac—
tivité ATPa51que (voir LEGER et coll., 1975 ; WEBER et MURRAY 1973 H
WHITE et‘TAYLOR, 1976). De fait, PERRY et GREY (1956) montrent qu "en aug-~
mentant ia force ionique du milieu d'incubation des myofibrilles isolées,
par addition de KC1l, l'activité ATPasique myofibrillaire activée par le
Mg*t est diminuée. De méme, AZUMA et coll. (1975) indiquent que 1'activité
Cat*-ATPasique de myosine de mollusque est réduite par 1'augmentation du
KCl. Cette diminution, également observée avec le NaCl, tend 3 montrer
qu'elle n'est pas due 3 l'espéce ionique mais 3 la variation de force
ionique. Toutefois, PORTZEHL et coll. (1969) montrent que le Ca*+* requis
par les myofibrilles de crabe pour 1l'activation ATPasique n'est que peu
influencé par la force ionique alors que la concentration de Ca** néces-
saire au seuil d'activation ainsi qu'd l'activation totale des fibrilles
de muscle de lapin est augmentée quand la force ionique du milieu est
accrue., Le maximum d'activité ATPasique observé est toutefois plus faible

lorsque la force ionique est augmentée.

Figure 12
Quantité de PL Libéne , exprnimée en unités arbitrhaires
(p.100), en fonction de La concentration d'ouaba&ne, en mM,
du miliew de néaction.

La néaction qui se déroule dans un volume de 1 m€ en présence de
105 v de protéiines myofibrillaires dure 10 minutes,

La concentration des ions est : Ca** = 1mM ; Mg** = 7 mM ; Na*
54 mM ; KF = 106 M ; C&~ = 76 mM ; SO, = 22 mM CH3CH2C00'
52 mM ; ATP = 2 mM ; Tais HCL = 15 mM,

L}
n
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En fait, si la force ionique du milieu intervient en tant que
tel, il péut également se faire que ce soit par l'intermédiaire d'une
modification de 1'activité des ions en solution dans la mesure oi celle-ci
est justement dépendante de la force ionique du milieu. En effet, il est
possible, 3 partir de la relation de DEBYE—HﬁCKEL de calculer 1'activité
de 1'ion considéré en solution. En effet, si la force ionique du milieu
I est égale & 1/2£mizi2 soit environ I/ZZciziz ol mj est la concentra-
tion en moles pour 1000 g de solvant, cj la concentration en moles par

-

litre et zj la valence de 1'ion considéré ; l'activité@ de l'ion dans la

solution est donnée par la relation aj = fi ci ou fi est un‘coefiiéient

dépendant de la force ionique (I) et ci la concentration. Le coefficient fj

est déterminé 3 partir de la relation :

—Azizv_l— -

- log f1 = ol

1 +B d]'_ VI

A est un coefficient qui dépend du solvant et de la température

de la solutionj ainsi, pour l'eau et 3 18° C, A = 0,5005.
. B est un coefficient &gal & 0,33.

d; est le diamétre de 1l'ion exprimé en A (pour le Ca*t,
di = 6 R). |

z; la valence de 1'ion considéré,

]

La figure 13 représente la courbe théorique relatant l'activité
de 1'ion Ca** en fonction de la modification de la force ionique du milieu
et pour des concentrations variées en Ca** de 1, 2 et 4 wM. Il est ainsi _
possible de constater que pour une concentration de ! mM de Ca*t, une

- variation importante de la force ionique de 0,1 3 0,3 ne modifie pas la
valeur de 1'activité de 1'ion Ca** en solution et de ce fait, ne pourrait
expliquer une grande variation de 1'activité ATPasique pour cette concen-
tration de Ca**. Pour 1'ensemble des milieux ﬁtilisés, il sera fait état
de l'activité des ions en solution afin de voir si une &ventuelle varia-

‘tion de 1'activité ATPasique est liée & une variation de l'activité des
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ions. D'ores et déj3, il peut &tre mentionné que la force ionique n'inter-
vient que trés faiblement sur l'activité de 1'ion dans la mesure ol la

force ionique varie de 0,1 3 0,25.

dca++ x10-2

ol

S ____o — _ - o o3
| ,
0 /l ¥ ¥ L] ¥ L] ) ¥ T L) ¥
01 014 018 0.22 0.26 0.30
Force ionique
Figwie 13 i

Activite du Catt, (apqt+) en solution, caleulde d'aprds La
nelation de Debye-tllckek, en fonction de La fonrce Lionique
du milieu.

Les courbes a, b et c sont traces nrespectivement pourn des concen-
ations initiales de Cat* de 1, 2 et 4 mM.

acg*t = §4 [Ca**] avee - Log §i = Aze2/T/1 + B di /T
Pourn Les digfenents symboles voin texte page 36.
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IV - EFFETS PROPRES DES IONS SUR L’ACTIVITE ATPASIQUE

1) Effets des ions divalents

Le rdle du Ca** et du Mg*' dans 1'hydrolyse de 1'ATP a notamment
été rapporté en détail par FUCHS (1974) pour le muscle strié&. De méme, la
myosine du muscle lisse présente une activité ATPasique activée par le
Ca** ou le K* et inhibée par le Mg** (GROSCHEL-STEWART, 1971 ; YAMAGUCHI
et coll., 1970 ; voir MURPHY, 1976).

Pour PERRY et GREY (1956), 1'ATPase myofibrillaire aciivée par
le Mg*+ et le Ca** montre de grandes différences dans l'hydrolysg}gé 1'ATP
selon la présence de ces deux ions. Au niveau des myofibrilles de crabe,
DE VILLAfRANCA (1967) montre que 1'ATPase myofibrillaire présente une
activation calcique ainsi qu'une activation par le Mg*t ; de méme, au
niveau du complexe actine-myosine (actomyosiné naturelle) de la méme pré;
paration, DE VILLAFRANCA et CAMPBELL (1969) montrent & pH 7, la présence
d'une activation par le Mg** présentant 2 optima : 1l'un dans le rang de
la pM, 1'autre au niveau de la mM, étant apparents lorsque la concentra-
tion en KCl est inférieure 3 60 mM (au-deld, seule subsiste l'activation
pour la faible concentration en Mg*t). L'activation calcique de ce dernier
systéme n'ayant lieu que pour le niveau de la mM. Par contre, DE VILLA-
FRANCA et FRIEDMAN (1975) montrent que si 1'ATPase de la myosine du crabe
est activée par le Ca**, elle est inhibée par le Mg** ; la présence de
légéres traces d'actine dans la préparation pouvant expliquer la légére
activation observée en présence de 1 mM de Mg*+ libre. L'activation par le
Cat*t devient apparente avec 5.1075 M de Ca** libre. Toutefois, pour ces
auteurs, le taux de Mg** libre module 1'activation par leé Ca*t, et il y a
une compétition directe entre ces deux ions pour les sites de la myosine.

’

1-1) Effets du Cat*

L'activité ATPasique des protéines ﬁyofibrillaires est en.
relation avec la fixation de Ca** au niveau de cesAprotéines et commence
lorsque cette fixation a atteint un seuil de 1,2 3 1,3 pM de catt/g
(WEBER, HERZ et REISS, 1969). PORTZEHL et coll. (1969) montrent d'ailleurs

que l'activité ATPasique des fibrilles de crabe diminue aprés une
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augmentation initiale lorsque la concentration en Ca** est trop &levée.

Au niveau de notre préparation, la figure 14 montre que 1l'acti-
vité ATPasique myofibrillaire est en relation étroite avec la concentra-
tion en Ca*t (les concentrations en Mg*t, Na'* et K* étant celles de réfé-

rence soit respectivement 7, 54 et 106 mM). Cette activité ATPasique me-—

]OO- AR 7 /"‘\
! & N / .
/ AN
4 \
/ \
'_O—‘ ,I \\\
52 !/ \\\i
o ’
o 1 /
Vs
’
‘/
0 1 2 3 4
[Ca**] mMm
H@mel4

Quantité de PL £ibéné , exprimée en unités arbitraines -
(p.100), en fonction de La concentration de Cat*, en mM,
du milieu de néaction.

La rZaction qui se deéroule dans un volume de 1 ml en présence de
105 v de protéines myofibrillaines dure 10 minutes,

La concentration des ions de La solution de néfénence est : Ca*t =
T mM ; Mgttt = 7 mM ; Nat = 54 mM ; K* = 106 mM; CL~ = 76 mM ;
S04~ = 22 mM ; CH3CH,CO0™ = 52 mM ; ATP = 2 mM ; Tais HCE = 15 mM.
La varniation de La concentration en Cat* est obfenue avec une modi-
gication simultanée de La concentration en CH3CH,CO0~,

Chaque point de fa cowtbe neprésente m +ao{n = 6},
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surée par la quantité de Pi lib&rée présente un optimum obtenu pour ! mM de
ca** en solution et se trouve &tre considérablement réduite poar des con-
centrations inférieures ou supérieures. Comme la force ionique ne varie

que dans une gamme trés restreinte soit de 0,206 a 0,216 en passant des
concentrations de Ca** de 1 & 4 mM, 1'activité du Ca*t en solution est,

de ce fait, directement proportionnelle & sa concentration initiale. La
diminution de 1'activité ATPasique ne peut donc résulter dans ce cas d'une
modification de la force ionique. Ainsi, 1'activité ATPasique des myofibril-
les de crabe est dépendante de la concentration en Ca** du miljeu environ-
nant et, la'concentration optimale de 1 mM sera conservée pour%la suite des
dosages. Cette concentration optimale permet par ailleurs, comﬁe cela sera
vu ultérieurement, d'obtenir une contraction maximale des myoﬁglaments

isolés,
;

1-2) Effets du Mg*t

Comme cela a été indiqué précédemment, non seulement le
Ca*t intervient au niveau de 1'activation myofibrillaire, mais &galement
le Mg**. Ainsi, DANCKER (1970) montre 1l'influence du Mg** sur les ATPases
des différents systémes d'actomyosine naturel ou artificiel. De méme,
DE VILLAFRANCA (1967) signale une activation des ATPases myofibrillaires
par le Mg*t i pH neutre. De fait, sur notre préparation, la figure 15 mon-
tre que 1'activité ATPasique'est dépendante de la teneur en Mg** (celle
en Cat+ &tant de 1| mM). L'activité, cependant moins importante en absence
de Mg** ne varie que dans des proportions relativement faibles pour des
variations importantes de Mg*t (de 0 a3 7 mM) alors que la diminution est
nettement marquée d&s que la concentration en Mg** s'éléye i des valeurs
supérieures 4 7 mM. L3i encore, comme pour le Ca*?, une corrélation trés
étroite sera établie ultérieurement avec la contraction des myofilaments
des fibres de crabe. Il faut toutefois noter que pour detelles variations

de la teneur en Mg*t, (l'apport &tant réalisé sous forme de sulfate)

la force ionique du milieu varie, en passant des concentrations de Mg*™
de 1 a 15 mM, de 0,184 & 0,239. La concentration en Ca*t de ces solutions
Kétant de | mM, il est alors possible de voir en se référant a la figure
13 que 1'activité de 1'ion Ca** n'est que fort peu modifiée pour de telles

variations de la force ionique. Dans de telles conditions, 1'activité de
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"Figuie 15

Quantité de PL Libéne , exprimée en unités arbitraires
(p.100), en fonction de La concentration de Mg**, en mM,
du miliew de néaction, ’

La nEaction qui se déroule dans un volume de 1T ml en présence de
105 v de protéines myofibrillaines dure 10 minutes.

La concentrnation des ions de fa solution de néférence est : Ca*t =
1 mM; Mg*t = 7 mM ; Nat = 54 mM ; K¥ = 106 mM ; CL- = 76 mM ;
S0, = 22 mM ; CH3CH,CO0™ = 52 mM ; ATP = 2 mM ; Trnis HCL = 15 mM.
La variation de La concentration en Mg**t est obtenue avec une modi-
gication simultante de La concentration en SO,~~.

Chaque point de La courbe représente m + ¢ (n = 6),

1'ion Mg** dépend directement de sa concentration dans la solution, le
rapport entre la concentration et l'activité de 1'ion restant quasiment
constant. Ainsi, 13 encore, 1'activité ATPasique des myofibrilles isolées
de crabe est directement dépendante de la teneur du milieu environnant

en Mg**. La courbe d'activation en fonction de la concentration de cet
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ion présente, comme pour le Ca*t, un optimum cependant moins marqué. La
valeur 100 p. 100 de Pi 1ibéré a &té prise pour 7 mM de Mg*t, cette con-
centration est celle retenue pour la suite des expériences. Le choix de

3 mM parait €tre plus judicieux, mais cette valeur de 7 mM a &té cepen-
dant prise compte-tenu des résultats acquis antérieurement au niveau de la
contraction des myofilaments.

De méme que l'activité ATPasique, dépendante du Ca**, des mem-
branes du reticulum sarcoplasmique est sensible aux effets activateurs et
‘inhibiteurs des cations monovalents tels Na‘*, K*, Rb* ou Lit+ (THE et
HASSELBACH, 1972), celle des protéines myofibrillaires dépend, également,

comme nousallons le voir maintenant, de 1'environnement en ions monovalents.

i 2) Effets des ions monovalents

{
[

‘Il a pu &tre montré que 1'activité ATPasique, dépendante du Ca*¥, L
de la myosine de muscle cardiaque et squelettique est inhipee par les c;— “
tions monovalents tels que Na* et K* (KATZ et coll., 1966.; MUIR et coll., F
1971 ;3 voir LEGER et coll., 1975). Ainsi, 1'activité Ca-ATPasique de la
myosine d'un mollusque (l'Haliotis ou Oreille de mer) est-elle diminuée
par l'accroissement de la concentration en KCl, alors que celle de myosine
de muscle lisse est usuellement activée par ce méme KCl (AZUMA et coll.,
1975), La diminution de 1l'activité Ca-ATPasique est également observée
avec 1'accroissement de la concentration en NaCl tendant.toutefois 3
montrer que l'effet du sel n'est pas dii & l'espéce ionique mais & la mo-
dification de la force ionique (AZUMA et coll., 1975). De méme, FENNER et
coll. (1973) montrent Que 1'activité ATPasique de la myosine myocardique
purifide est activée par chaque ion K+ ou Ca*t alors que l'addition de
1'un en p;ésence de 1'autre provoqué une inhibition, tout commerlé Na+ en
présence de K* ou de Ca**t. Pour ces auteurs, l'effet inhibiteurbdu KCl sur

" 1'activité ATPasique de la myosine en présencé de CaCl, (10 mM) est simi-
laire a celui noté& par TRAYER et PERRY (1966) avec la myosiné du muscle

squelettique. De plus, les effets inhibiteurs de différents cations mono-

valents ont été &étudiés en présence de Ca** ou de Mg** sur 1'activité ATP-

asique de la myosine (KELEMEN et MﬁHLRAD, 1969) .

En ce qui concerne les protéines de structure de crabe, les con-
centrations optimales en Ca** et Mg** ayant &té déterminées précédemment,

la figure 16 montre l'effet des ions monovalents. Sur cette figure, la
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3
=
= 1001 &
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2
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RTINS solutions
| ‘ 2 ’ ) :
- 106 K* - 50 Cx* = 50
Nat = 54 Nat = 4 Na® = 4
cl- = 76 Cl~ = 50 C1~ = 50

Quantite de PL £iberé , exprimle en unités arbitraires
(p.100), en fonction de différentes concentrations en Lons
monovalents du milieu de réaction.

La naction qui se dénoule dans un volume de 1 ml en présence de
105 v de protiines myogibrillaines dure 10 minutes,

La solution 1 connespond & ceﬂﬁe de neée&ence qui est : Ca*t = 1 mM ;
Mg*t = 7 mM ; Nat = 54 mM ; 106 mM ; C&L~ = 76 mM ; SOu~— =
22 mM.; CH CH2C00 = 52 mM ATP 2 mM ; This HCE = 15 mM.

La solution 2 cornespond a K abaissement de La concentrnation en K+
(de 106 & 50 mM), en SO,~- {de 22 a 7 mM) et en CH4CH,C00- (de 52
a 26 mM).

La solution 3 correspond a £'abaissement de La concentration en
Na* (de 54 a 4 mM) et en CH4CH,CO00~ (de 52 & 2 mM). :

La sotution 4 cohneépond a L'abaissement de La concentration en CL-
(de 76 a 50 mM) et & £'accroissement de La concenthai&on en SO0,
(de 22 a 35 mM),

La s0lution 5 correspond & L'abaissement simultand des concentrations
de K* (106 a 50 mM), de Na* (54 a 4 mM), de CL~ (76 a 50 mM), de
S0;~~ (22 a 7 mM) et de CH3CH,C00- (52 a 2 mM),

Chaque point de La figure reprisente m + o (n = 6),
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solution 1 correspond aux conditions de référence c'est-d-dire avec une
concentration en K+ égale & 106 mM, en Na* de 54 mM et en C1l™ de 76 mH.
Pour la solution 2, la concentration en-Na' est & sa valeur de référence
(54 mM) alors que celle en Kt est abaissée d 50 mM ; la solution 3 présente
au contraire une teneur en K' standard alors que celle en Nat est réduite
a 4 mM. Pour la solution 4, K* = 106 mM et Nat = 54 mM, seule varie la
concentration en C1™ qui est amenée & 50 mM, alors que pour la 5, toutes
_les concentrations en K*, Nat et Cl1~ sont maintenues aux valeurs minimales
précédemment données soit respectivement 50, 4 et 50 mM. Il n'a malheu-
reusement pas €té& possible de voir l'infiuence'propre de la diménution
seule du,Ngf;eF du K* en maintenant le Cl~ & une valeur nqrqglgnlcgr_l'ap—
port de_Cl% spg§'forme de chlorhydrate de choline entraine, au moment du
dosage, la formétion d'un précipité de phosphomolybdate de choline. Sur
cette figure 16 il est ainsi possible de constater qu'un abaissement de

la concentration en K* ou en Na* (solutions 2 et 3) entralne une augmen-
tation relativement marquée de l'activité& ATPasique des protéines de
structure de crabe, alors qu'a 1'inverse, l'abaissement de la teneur en
Cl- (solution 4) provoque une trés légére diminution de cette activité.
Par contre, un accroissement tré@s net de cette activité ATPasique est
obtenu lorsque 1'ensemble de ces ions monovalents se retrouvent 3 de fai-
bles concentrations (solution 5). Toutefois, il faut noter qu'en modifiant
la concentration en ions monovalents du milieu environnant, la force io-
nique de ce milieu de réaction a &té considérablement modifiée. Il faut de
plus préciser qu'il est difficile de maintenir la force ionique constante
dans la mesure oli cela provoque une modification de la concentration anio-

nique et cationique.

Si-la force ionique est de 0,207 dans les conditions de référence,
elle passe respectivement pour les solutions 2, 3, 4 et 5 & des valeurs
de 0,137 ; 0,157 ; 0,221 et 0,087. De ce fait, il est possible de consta-
ter que les activités ATPasiques sont renforcées par 1'abaissement de la
. force ionique, ce qui pourrait résulter, au vu de la figure 13, d'un ac~
croissement de 1'activité de 1'ion Ca** toutefois faible & la concentration
de 1 mM pour la gamme des variations obtenues de la force ionique, ainsi
que.d'un accroissement de 1'activité du Mg**t. Dans ces conditions cependant,

1'accroissement de 1'activité des cations divalents Catt.et Mgt+ devrait,
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en tout état de cause, compte tenu des résultats des figures 14 et 15,
diminuer l'activité ATPasique en dépit du fait que selon les auteurs une
augmentation de force ionique entraine une diminution de 1'activité ATPasique
alors qu'd 1l'inverse une diminution entraine un accroissement (voir § III-e).
Cependant, il semble que les ions monovalents aient des effets propres, en
dépit des modifications de force ionique des solutions ; cela sera d'ail-
leurs confirmé ultérieurement lors de 1'@tude de 1'activité mécanique de

ces myofilaments (chapitre III).

'“:féf"ailleurs, la faible variation d'activité ATPasique obtenue
lors de'1'abaissément de la concentration en C1- (solution 4, figure 16)
est égéiéﬁ%ﬁt‘ﬁeSurée lors d'un accroissement. Ainsi, la figuié 17 ‘montre
que des modifications de la teneur en Cl1~ dans une gamme de concentration
de 50 a 106 mM ne provoquent que de faibles variations du taux d'hydrolyse
de 1'ATP ; dans ce cas, il faut mentionner qué la variation de la teneur
en C1™ entraine simultanément une variation de la concentration en sulfate,
ceci afin de maintenir les concentrations de cations & leur valeur de ré-
férence. Cependant, en dépit de 1'apport de sulfate, ions divalents, la
force ionique du milieu ne varie que tré&s peu (de 0,221 & 0,193 pour les
valeurs extrémes), et de ce fait, les activité@s des ions Catt et Mg** dans

les différentes solutions sont maintenues quasiment 3 la méme valeur.

A 1'inverse, quand tout le C1~ de la solution est remplacé par
différents anions perméants, qui habituellement traversent la membrane
cellulaire (NO3™) ou non tels que sulfate, méthylsulfate, il s'ensuit de
larges modifications réversibles de 1'activité ATPasique (figure 18). La
suspension de myofibrilles, qui est obtenue au départ dans un milieu de
KCl 0,1 M, est lavée plusieurs fois par des solutions de nitrate;:
ﬁéthylsulfate ou sulfate de K*. Il est ainsi possible d'obtenir des myofi-
brilles en suspension dans des solutions ne renfermant que trés peu de
chlore (& la concentration de 1l'ordre de la mM). Ces myofibrilles sont
‘ensuite placées en réaction avec des solutions d'ATP, elles aussi, exemptes
de C1~. Pour 1'étude de la réversibilité, aprés le passage en milieu anio-
nique varié, les myofibrilles sont relavées plusieufs fois de suite dans
la solution standard soit KC1 0,1 M, permettant ainsi le retour & un envi-

ronnement ionique en Cl1™ normal. Si l'activité ATPasique en milieu Cl~ est
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Figure 17

Quantité de PL Libén? , exprimée en unités arnbitrainres
{p.100), en fonction de La concentration de CL-, en mM,
du miliew de néaction.

La néaction qui se déroule dans un volume de 1 ml en présence de
105 v de protéines myogibrillairnes dure 10 minutes.

La concentiation de La solution de néférnence est : Ca*t = 1 mM ;

Mg** =7mM; Na* = 54 mM ; K¥ = 106 mM ; C&~ = 76 mM ; S0,~- =
22 mM ; CH3CHZCOO = 52 mM ; ATP = 2 mM ; Trhis HCE = 15 mM, La

varlation de La concentration en CL- (KCK) est obtenue avee une

TodLgL?atxon simultante et Ainverse de La concentration en SO,-~
K>S0,

La eourbe--est cbtenue a partin de 2 Lots différents. de.AiApenALon
myogibrillaine (o et o).

Chaque point de La courbe neprisente m + o (n = 6.

Fiagune 18

Quantite de PL Libene , exprimée en unités arnbitraires
(p.100), en 4onction de L£'envinonnement anionique du milieu
de néaction,

La néaction qui se dérowle dans un volume de 1 m€ en présence de
105 v de protéines myogibrillaines dure 10 minutes., -

La concentration de La solution de néférence, corrnespondant au
premien point noté chlore, est : Catt = 1 mM ; Mg*t = 7 mM ; Na =
54 mi ; K* = 106 mM ; CL- = 76 mM ; SO,-= = 22 mM ; CHsCHyCOO™

52 mM ; ATP = 2 mM ; Tris HCL = 15 ", Les points manqueb n&tnate,
methyﬂéukéaze et Autﬁate cornrnespondent & L'activité ATPasique mesu-
AZ% en présence de ces anions utilises en nemplacement des Lons
chlore.

Les dosages sont effectuds a partin d'une méme suspension myofibril-
Laine divisie en 4 panties (3 d'entre elles etant Lavies en milieu
sans chlore, 504t en milleu nitrate, s0it en milieu méthylsulfate,
404t en milieu sulfate).

Les fLeches dinigées vens Le bas, apres Le passage en nitrate,
méthylsulfate ou sulfate, Lindiquent que ces 3 sudpensions sont re-
Lavees en milieu de néference et montrent que L'activite 4n&1&a£e
obtenue en chlore est quasiment retrouvée, Andiquant ainsi qu'au
cowrs des différentes manipulations, Les protéines de structure
n'ont pas subi de dénaturation.

Chaque point de fa figure neprnésente n + o (n = 6).
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prise comme ré&férence et égale & 100 p. 100, la figure 18 montre qu'elie

est considérablement augmentée lorsque tout le Cl™ est absent, 1'importance
de 1'activation ATPasique par les anions de remplacement allant dans 1l'or-
dre croissant : nitrate, méthylsulfate, sulfate. En effet, 1l'activité
ATPasique est environ 3,5 fois plus forte en milieu S04~ qu'en milieu de
référence. Toutefois, 13 encore, obligatoirement, du fait du maintien de la
concentration des cations 3 leur valeur de référence, le remplacement du

Cl~ a entrafné une modification de la force ionique du milieu. En effet,

si dans les conditions de référence, une bartie du K* est amenée' sous forme
de KCl et 1'autre sous forme de KS04, dans ces nouvelles conditions 1'en—
semble du K' est soit sous forme de nitrate, de méthylsulfate ou dé''sulfa-
te. Ainsi, la force ionique, étant de 0,207 dans le milieu de réiérence,

se trouve légérement diminuée en nitrate et méthylsulfate soit 0,193 et
augmentée avec l'anion divalent sulfate soit 0,246. Ces variations de force
ionique n'entrainent, au vu de la figure 13, qu'une faible modification de
1'activité du Ca**, et il semble difficile cette fois d'éttribuer, comme
précédemment pour les cations monovalents, la forte augmentation d'activité
ATPasique & une &éventuelle modification de 1'activité du Ca**, d'autant plus
que dans le cas du sulfate,@l'accroissement de la force ionique entraine une
diminution de 1'activité du Ca** et du Mg** et provoque de méme une diminu-

tion de 1l'activité ATPasique.

Dans ces conditions, il semble plutdt qu'il faille attribuer les
modifications d'activité ATPasique non pas & la concentration du C1~ mais
plutdt 3 la nature de l'anion en contact avec les protéines de structure.
La figure 18 montre enfin, qu'aprés avoir &té replacées dans les conditions
standard, les myofibrilles présentent de nouveau un taux d'hydrolyse stan-

dard, traduisant donc des effets parfaitement réversibles.

—
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V - CONCLUSION

L'activité ATPasique des myofiBrilles isolées de crabe présente
un optimum pour une conéentration en Ca*™* de 1 mM, en Mg** de 3 & 7 mM.
Cette importance de la teneur en ions divalents sera soulignée au chapitre
concernant l'étude de la contraction des myofilaments isolés, montrant une
corrélation trés étroite entre l'activité ATPasique et la contraction.
Toutefois, si les effets des ions monovalents n'ont pas &té étudiés de
fagon systématique sur 1'activité ATPasique deés protéines de structure, il
faut souligner qu'ils jouent cependant un r6le non négligeable. En effet,
1'absence.de, Nat. ou de K* provoque 1'accroissement de 1'activité ATPasique
sans pouvoir &tablir de fagon précise ce qui revient aux variations de con-
centration de ces ions ou a la variation corrélative de la force ionique.
Toutefois, il est possible de signaler, dés & présent, que la contraction
des myofilaments n'est pas modifiée de facon importante par la variation de
force ionique. Enfin, il est important de noter que la nature de 1l'environ-
nement anionique des protéines de structure exerce un effet trés important
sur leur activité ATPasique. Peut &tre, est-il possible de considérer le
C1™ comme un anion régulateur de 1'activité& ATPasique, sa présence dans le
milieu environnant les myofilaments freinant toute modification par trop
importante de 1l'activité ATPasique ; les ions nitrate &tant perméants et
pouvant remplacer, comme cela est la régle, le Cl™, entrainent peu de mo-
dification de 1'activité ATPasique par rapport aux anions imperméants que
sont le sulfate et le méthylsulfate. D'autre part, du fait que des varia-
tions importantes de concentration en C1™ (de 50 & 106 mM) ne modifient
quasiment pas l'activité ATPasique, une régulation de cette activité ATP-
asique pourrait, peut -&tre, &tre liée a la simple présence d'ions Cl~

dans le milieu environnant.
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I - POSITION DU PROBLEME

La contraction des muscles striés est causée par un glissement
des gros filaments de myosine entre les filaments fins d'actine. Ce phéno-
méne de glissement dépend de 1'interaction cyclique des "cross-bridges"
des filaments de myosine avec l'actine et 1'ATP (HUXLEY, 1969 ; HUXLEY,
1974) ; le clivage de 1'ATP et le développement de tension résultent de
1'interaction des filaments fins et des projections des gros filaments

(voir aussi TONOMURA et INOUE, 1974).

Il est de méme bien connu que le Catt régule, au niveau de la
fibre musculaire, la contraction. Le muscle est en effet relaxé en absence
de Ca*t et contracté si le Cat' est présent i des concentrations micromo-
laires. Le Ca*tt intervient en modulant 1'interaction de la myosine avec
1'ATP et 1'actine (voir SANDOW, 1965 ; EBASHI et ENDO, 1968 ; WEBER et
MURRAY, 1973 ; FUCHS, 1974 ; LEHMAN et coll., 1974 ; SZENT-GYORGYI, 1975).
I1 n'est toutefois pas possible de définir 1l'activation musculaire unique-
ment par l'interm@diaire du Ca*t, d'autres facteurs intervenant, notamment
le Mg** libre ionisé et le Mg** 1ié sous forme de Mg-ATP. Ce Mg—-ATP est de
fait nécessaire & la relaxation et apparait ainsi faire partie du systéme
relaxant des myofibrilles au mé€me titre que tropomyosine et troponine.
Quant au Mg** ionisé, il s'oppose & la fixation du Ca** sur les sites myo-
fibrillaires (WEBER et coll., 1963, 1969) et, la présence de Mg*t au niveau
de préparation myofibrillaire permet de détacher des myofilaments le Cat*
activateur (GILLIS, 1972). 11 faut préciser d'autre part que, sur des fibres
glycérinées de vertébrés, 1'addition de Ca** n'est pas nécessaire pour
développer la tension isométrique maximale ; seul le Mg*t est nécessaire
(EDMAN, 1957 ; SEXTON et GERSTEN, 1967 ; voir STANLEY et DE VILLAFRANCA,
1971 a), suggérant ainsi que le processus de glycérinisation supprime,
pour ces préparations, le Mg**t '; le Ca** restant &tant suffisant pour le
développement de la tension. Par contre, pour les fibres de crabe, STANLEY
et DE VILLAFRANCA (1971 a) montrént que la présence des deux ioms Ca*t et
Mg*t est nécessaire pour le dévéloppement de la tension maximale, alors
que pour le psoas de lapin seul le Mg** est requis. Ces auteurs montrent,
de plus, que le processus de glycérinisation de tissu frais supprime plus

de 90 p. 100 du Ca*t et du Mg** et qu'ainsi, avec les faibles quantités
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d'ions Ca*t et Mg** restant, il est possible d'obtenir le développément
d'une tension par addition seule d'ATP. Si le besoin en Mg** et en ATP

est généralement admis pour la contraction des muscles glycérinés, il n'en
est pas de méme du Ca**. En effet, des observations de contraction de fibres
musculaires extraites au glycérol sont constatées en absence de Ca++ et ne
sont pas, de ce fait, conformes & 1'opinion generalement admise, 3 savoir,
que des quantit@s de Ca** (de 1'ordre de 10-6 M) sont nécessaires pour la
contraction des muscles et des fiBres extraites au glycérol (CALDWELL et
WALSTER, 1963 ; PORTZEHL et coll., 1964 ; WEBER et coll., 1964 ; voir
NANNINGA et KEMPEN, 1971). Ces derniers auteurs rappoftent par. ailleurs,
que deux types de contractions peuvent étre obtenus avec les f1bres muscu-
laires glycer1nees de lapin, & savoir une premiére rapide qu1 est Mg—ATP
dépendante mais Ca** indépendante et une seconde, plus lente qui est Ca*tt

et Mg—ATP dépendante,

Le raccourcissement myofibrillaire ést &galement en relation avec
1'activité ATPasique, et, le couplage mécanochimique indique que la perfor-
mance d'un muscle dépend non seulement du taux de déplacement des sites
d'actomyosine mais aussi de 1'efficacité avec laquelle chaque site trans-
forme 1l'Energie de 1'ATP en travail'mécanique (TAKAUJI et HONIG, 1972). La
force mécanochimique peut &galement &tre produite par l'intermédiaire de
"t8te de myosine isolée" (HMM) avec de 1'actine en présence d'ATP (OPLATKA
et coll., 1974, 1975 ; BOREJDO et OPLATKA, 1976). Il faut de plus préciser
qu'au cours de la contraction un changement conformationnel de la molécule
de myosine peut &tre noté (BARANY et BARANY, 1970). De méme, YANAGIDA (1976)
met en évidence, par addition de Ca** en absence d'ATP, au niveau de fibres
glycérinées de crabe, un changement de biréfringence dans la région de che-
vauchement des filaments qui peut résulter d'un changement conformationnel
des filaments fins en interaction avec le "cross-bridge" ou d'une modifica-
tion de la position du "cross-bridge". En fait, dans le muscle glycériné
comme dans le muscle intact, la force développée est en rapport avec les
sites de contact des filaments d'actine et de myosine et, le maximum de
tension développée par ces fibres glycérinées qui peuvent servir de modéles
de systéme contractile, est & rapprocher de celui du muscle intact

(BUKATINA, 1971 a et b).

Par ailleurs, STANLEY et DE VILLAFRANCA (1971 b) précisent que
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la contraction isométrique produite par des fibres glycérinées de crabe

et de lapin peut €tre partiellement annulée par 1'EDTA ou 1'EGTA. L'action
de ces chélateurs résulte en un effet comparable 3 la relaxation ;Fils

sont capabiés de séquestrer le Ca** produisant ainsi la relaxation de la ~
tension féométrique tout comme s'il y avait une inhibition de 1'activité
ATPasique de 1'actomyosine. STANLEY et DE VILLAFRANCA (1971 b), aprés

avoir précisé la nécessité de la présence de Ca*t et de Mg*t au niveau des
-fibres glycérinées de crabe, pour atteindre la tension maximale, montrent
que lorsque ces fibres sont préalablement stockées dans un milieu avec EDTA
ou EGTA, 1e be301n en ces cations Catt et Mg++ est plus 1mportant Toute~—
fois, s1 1e be501n en cations divalents pour la contractlon musculalre est
ev1dent il ne faut pas oublier 1'ATP qui intervient non seulement au n1-
veau de la contraction, mais aussi au niveau de la relaxation ainsi que
lors du maintien & 1'état de repos. Ainsi, un épuisement en ATP, qui peut
étre di au traitement d'une fibre, aprés ruptﬁre de la membrane par pro-—
cessus de glycérinisation par exemple, dans une solution sans ATP, provoque
la formation de lien entre les molécules d'actine et de myosine, plagant
ainsi la préparation en état de rigor ; cet &tat de rigor étant originelle-
ment congu comme une forme de contraction lente et ce complexe de rigor se
trouve @tre un complexe entre actine et myosine sans nucléotide 1lié

(SANDOW et SCHNEYER, 1955 ; MAURIELLO et SANDOW, 1959 ; TAKAHASHI et coll.,
1970 ; BREMEL et WEBER, 1972 ; MARUYAMA et WEBER, 1972 ; MULVANY, 1975).

En fait, le nombre de sites liant 1'ATP dans les myofibrilles est le méme
durant la relaxation et la contraction, et est &gal au nombre de "tétes"

de myosine dans ces myofibrilleé (MARUYAMA et WEBER, 1972).

Afin d'expliquer le mécanisme de la contraction, de nombreux
modéles ont &té proposés. Ainsi, pour TAWADA et coll. (1974),‘1’énergie
délivrée par 1'hydrolyse de 1'ATP est thermodynamiquement utilisée pour le
travail et la chaleur au moment de la contraction du muscle squelettique.
Dans un premier temps, la myosine (E) est chargée avec 1l'énergie résultant
de 1'hydrolyse de 1'ATP et, forme un complexe'E = E. ADP.Pi, stockant
1'énergie, qui constitue un site actif. En effet, dans ce modéle, 1'inter-
action entre l'actine et la myosine implique deux sites actifs distincts,
egégn mécanisme €lémentaire pour la contraction musculaire. Ces deux sites

se trouvent localisés sur la myosine. L'un constitue le complexe myosine

_ADP.Pi et emmagasine 1'énergie dérivée du clivage de 1'ATP avant le début
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de la contraction. L'autre forme le complexe myosine ATP et catalyse 1'hy-
drolyse de 1'ATP en utilisant une fraction de 1'énergie stockée , 1'hydro-

lyse au niveau de ce dernier site &tant responsable de la tension développée.

D'autre part, la sensibilité& au Ca*t de 1l'interaction actine-
myosine est conférée par les protéines régulatrices troponine-tropomyosine
et, partant de ces bases, un schéma de la régulation de la contraction est
donné par POTTER.et GERGELY (1974) (Fig. 19). En absence de Cat*, corres-
pondant 3 1'état relax&, la T N-I. peut &tre liée au site de l'actine ainsi
qu'd un site de la TM, prévenant ainsi toute interaction entre myosine et
actine. Au moment de 1'activation ‘(voir par exemple, libération de Ca** du
R.S.) et de la combinaison du Ca** avec la T N-C., les liens entre TN-I et
actine~-TM sont rompus, permettant ainsi 1l'interaction de la myosine et de
1'actine. De méme, pour DESHCHEREVSKY (1977) les fluctuations dans la posi-~
tion de ia tropomyosine jouent un rGle dans le systéme régulateur de 1l'acti-
vité deé protéines musculaires,

VOLKENSTEIN, en 1969, parle de la théorie moléculaire de la con-—
traction basée sur les ponts actihéjmyosine ; cette formation de ponts étant
suivie par une "transformation" des protéines contractiles. Le travail mus-
culaire est déterminé par la déphosphorylation de 1'ATP produite par 1l'ac-
tivité de 1'ATPase myofibrillaire (il y a une transformation de 1'énergie
des ponts macroénergétiques de 1'ATP en travail mécanique) . WARNER (1970)
propose également:que le changement mécanique (repos-— contraction) a lieu
a4 un niveau molé&culaire et que le réarrangement maléculaire dépend de
1'interaction entre les protéines et 1'eau. Récemment, GERGELY (1977) re-
prend cet aspect moléculaire de la contraction et parle de changement con-

formationnel induit par le Ca*' et d'interaction des proté&ines entre elles.

‘ Ainsi, 1'hydrolyse de 1'ATP initide par le Ca** permet la libé-
ration d'énergie et pour HATZE (1973), 1la théorie de la contracfion est
basée sur la présomption que 1'énergie chimique est convertie en &nergie
électrique, laquelle est 3 son tour convertie en énergie mécanique et
chaleur. L energle libérée par la molécule 4'ATP est dlsponlble dans une
forme de charge negatlve avec en méme temps une différence de potentiel
entre 1’ actine et la partie haute de la sub-unité mobile HMM-S;. Un méca-

nisme électrostatique pour la transduction de 1'énergie chimique, libérée
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Figure 19

| Schém§+de La rigulation de La contraction musculaire par TN
et Ca™™,

Les positions nelatives de £'actine, La tropomyosine et Res tétes

des molecules de myosine (HMM-S1) dans Le modele sont celles pro-

posees par SPRIDICH et coll, (1972), HASELGROVE (1972), HUXLEY

(1972}, PARRY et SQUIRE (1973),

A = Actine ; TM = Tropomyosine ;- T = TN<T ; 1 = TN-T ; C = TN-C.
(A) :_nelaxation en absence de Ca*t ; (B) : activation
[:COL'H’]z 1 uM,

Les interactions entrne Les protéines sont indiquies par un couwrt

talt de connection.

(d'apnes POTTER et GERGELY, 1974)
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par hydrolyse de 1'ATP, en énergie mécanique est &galement proposé par YU
et coll. (1970). Ce mécanisme ne requiert pas la formation de liens entre
les fllaments, ni ~de mouvements des cross—bridges. Enfin, ORENTLICHER et
GERSHO (1971) presentent un.modéle pour le processus de la contractlon qui
incorpore les concepts biochimiques du cycle des ATPases de 1'actomyosine
et 1'interaction de 1'actine et de la myosine. Ainsi, différents modéles

peuvent rendre compte de 1l'activation du mécanisme contractile.

Toutefois, ce phénoméne contractile est, par ailleurs, montré
dépendre de nombreux facteurs en dehors de ceux primordiaux que sont le
Ca*t, le Mg*t et 1'ATP. Et, comme 1'activité ATPasique des myofibrilles de
crabe vient d'8tre montrée dépendante de l'environnement ionique (cations
mono et divalents ; anions : chlorure, sulfate, méthylsulfaté et nitrate),
ilimported'étudier 1'influence de cet environnement, au niveau méme des
myofilaments intacts sur le phénoméne contractile afin de voir si une cor-
rélation parfaite entre la contraction et 1'hydrolyse de 1'ATP peut &tre

obtenue.

IT - TECHNIQUES

Les fibfes musculaires du méropodite des pattes locomotrices du
crabe sont isolées comme cela a &té indiqué au chapitre I. Elles sont en-
suite placées dans une petite cuve en plexiglass:d'une contenance de 1,5 ml
(Fig. 20). La fibre est alors pérfusée i 20° C dans cette cuve par un milieu
de référence dont la composition est donnée par FATT et KATZ (1953). Le
débit du liquide de perfusion est, pour les prétraiteménts de la fibre, de
5 ml par minute. Le changement de solution correspondant a la solution
"contracturante" se fait quasiment instantanément par injection -de ce mi-
lieu 3 1'aide d'une seringue et par aspiration de la solution de prétrai-

tement par l'intermédiaire d'une trompe a vide.

. La flbre est maintenue du cSté de la carapace, par 1' 1ntermed1a1re
d'une mach01re de p1ex1g1ass, tandis que l'autre extrémité (axostyle) est
reliée par un crochet 3 la tige d'un transducteur, constitué par une cel-
lule U I 5 P (téte de lecture d'électrophone, passant le continu) permettant

une condition d'isométrie dans tous les cas. au moins de 95 p. 100. Ce
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transducteur, alimenté en 18 V donne pour une charge de 100 mg accrochée

3 1'extrémité du crochet une déviation de 400 mV. Il est en fait trés
fiable car les droites d'étalonnage é&tablies réguliérement sont toujours
superposables. La fibre est alors amene 3 sa longueur d'équilibre (15) ~
qui’ est prlse ‘comme &tant celle provoquant la plus faible tension decelablé
au niveau du transducteur (2 mg). Dé&s lors, elle est étirée de 25 p. 100

& partir de cette longueur d'équilibre.

e e o

Figwre 20
Position de La fibue F dans La cuve expérimentale, Lons de
L' ennegistnement du phénomene mécanique par L'intermédiaire
d'un transducteur (T),

La §ibre est maintenue du cotZ de La carapace par L'intermédiaire
d'un bloc de plexiglass (P) et est nelife a L'autrne extnémité a La
tige (t) du transductewr parn un crochet (e}, L'awiivée des s0fu-
tons se falt au niveau A et L'écoulement (E) est obtenu a £'aide
d'une trompe a vdde.

‘ L'obtention de myofilaments isolés & partir de cette fibre étirée
dérive de la technique de JULIAN (1971) qui utilise, au niveau du semi-
tendineux de grenouille, un court traitement au glycérol ainsi’Qubéﬁﬁnﬁf
détergent non ionique. Au niveau de notre préparation plusieurs &tapes sont

nécessaires i l'obtention de myofilaments.
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Etape | - La fibre est soumise péndant 3 minutes a l'action du
milieu de référence duquel est supprimé le Ca’™ et le Mg** et auquel est
ajouté 5 mM d'EDTA de fagon a élimimer le Ca** de la fibre (la solution est
tamponnée par le Tris & up pH' de 6,8). L'EDTA semble, en effet;:8txrerl'agent
le plus-efficace pour supprimer les cations divalents, supprimant-15 puy100
de plus de Cat* que 1'EGTA et une plus grande quantité de Mg*':.que d'autres
traitements ; cet agent chélateur a, au niveau de la contraction isométri-
que des fibres glycérinées de crabe, un effet comparable :& la relaxationm,
‘et, est plus efficace pour produire cette derniére que 1'EGTA (STANLEY et
DE VILLAFRANCA, 1971 a, b ; DE VILLAFRANCA et FRIEDMAN, 1975). De:plus,
1'absence de cations divalents provoque une décohésion de la -membrane
(O'DONNELL et KOVACS, 1974). ' : ' SR

Etape 2 - La fibrg est baignée, pendant ! minute, par un milieu
équivalent au milieu intracellulaire (K* = 112 mM, Na* = 54 mM et
Cl™ = 53 mM). Cette solution est privée d'ions divalents et renferme de
1'EDTA (5 mM).

Etape 3 - La fibre est plac@e en présence d'une solution hyper-
tonique de glycérol renfermant 5 mM d'EDTA. L'augmentation importante :de
la pression osmotique entrafne une diminution du volume de la fibre, con-
sécutive 3 une sortie d'eau (BLINKS, 1965):iqui va avoir pour résultat:le

gonflement des tubules (BOLZER,‘1961 ; KROLENKO et ADAMJAN, 1967 ;
RAPOPORT et coll., 1968). La perte du couplage.excitation—contraction in-

tervient rapidement puisqu'aprés seulement 2 minutes d'action d'un milieu
hypertonique (3160 mosm), la tension de la secousse de la fibre de crabe
n'est plus que de 7 p. 100 de celle de référence (BRULE et coll., 1977 a).
Pour la préparation de myofilaments isolés ("fibre bri&vement glycérinée"),
la fibre mise en présence d'une solution &quivalente au miliew:intérieur
(étape 2) est placée dans un premier temps pendant | minute, dans une
solution renfermant 50 p. 100 de glycérol, milieu &quivalent & une.pression
osmotique créée par 6850 milliosmoles. Puis, elle est baignée, pendant-.

] minute 30, par une solution de glycérol de 30 p. 100 (pression osmotique

équivalente 3 celle créée par 4100 mosm).

Etape 4 - Dans le but de détruire les systémes membranaires, la

e
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fibre subit un choc osmotique par retour dans un milieu &quivalent au mi-
lieu utilisé pour 1'étape 1. Le retour 3 une pression osmotique normale
provoque en effet une destruction s&lective du systéme tubulaire transverse
(EISENBERG“et ‘EISENBERG, 1968 a ; KROLENKO, 1969 $"NAKAJIMA et coll.;~1969).
D'une facon:générale, les effets préalables de ce traitement au glycéroil
sur le couplage excitation-contraction ont &té &tudiés par de nombreux
auteurs (FUJINO-et coll., 1961 ; EISENBERG et GAGE, 1967 ; HOWELL et
JENDEN,. 1967 ; EISENBERG et EISENBERG, 1968 b ; GAGE et EISENBERG, 1969 ;
HOWELL, 1969 ; KROLENKO, 1969, 1971 ; FUJINO et coll., 1972 ' NAKAJIMA et
coll., 1973). Le retour aux conditions initiales, & savoir au milieu de
référence: (8tape 1) est réalis@e pour une durée de 2 minutes afin de bien

laver la préparation.

Etape 5 - Finalement, cette fibre "glycérinée" est mise en con-
tact d'une solution dite relaxante en ce sens qu'elle renferme non seule-
ment idu K+, du Nat et du Cl~ (respectivement, 112, 54 et 53 mM), de 1'EDTA
(5 mM) mais aussi Mg*t et de 1'ATP (4 mM). En effet, des myofibrilles en
‘suspension en présence de Ca™ maintenu & un niveau inférieur au seuil
d'activation, restent relichées seulement en présence de Mg*t et d'ATP,
et l*addition seule d'ATP provoque une synérése accompagnée d'une stimula-
tion'de 1'activité ATPasique (GILLIS, 1972). Le reldchement des myofi-~
brilles est obtenu lorsque la solution contient du Mg*t & des concentra-
tions équimolaires 3 celles de T'ATP en présence de moins de 108 M de Ca**
(GILLIS, 1972), ce qui correspoqd 3 notre milieu. La contraction de telles

préparations est, d&s le%s, obtenue par &limination de 1'EDTA et addition

de eatt,

Ces différents traitements successifs sur la fibre isolée de crabe,
permettent d'éliminer les systemes membranalres et 4' obtenlr ainsi une pré-
paration dé myofilaments isolés. L'examen d'une telle préparation en mi-
croscopie électronique (dd a 1' obligeance de P. DELORME) montre que les
. membrafniés sont rompues et que les contacts diadiques décrits précédemment
(chaﬁitre I), ne sont plus fonctionnels du fait, de 1la desolldarlsatlon des

membranes tubulaires et réticulaires (Figs 21 et 22)
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Figure 21

Fibrne musculaire stnile squelettique de crabe, soumise a
divens traitements, dont celul au glycérol 50 p.100, desti-
nés & obtenin une préparation de myofilaments.

A : coupe transversale ; B : coupe Longitudinale,

L'examen au faible grossissement montre La rupiure des membranes
tubulaines et un gonglement trhes Aimportant du reticulum sarcoplas-
mique (R) '

A : bande A ; B : basale ; I : bande T ; 7 : Ligne Z.
Grossissement : A = 15 000 ; B = 10 000,

(Di & £'obligeance du Progessewr P. DELORME)
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Figure 22

Fibre musculaine stnite squelettique de crabe, Aoumise &

divers traitements, dont celul au glycérol 50 p.100, desti-

nés a obtenin une préparation de myogilaments.
L'examen & un grossissement plus font (B) peamet d'observer £'im-
portance du glonflement du reticulum sarcoplasmique (R) et La
ruptwie des membranes a différnents niveaux rendant ainsi Les diades

(D) non fonctionnelles.
Grossdissement + A = 12 000 ; B = 75 000.

(D4 a £'oblLigeance du Professeuwr P. DELORME)
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Toutefois, au cours de la préparation de ces "myofilaments isolés",
ces derniers se trouvent, aprés rupture des membranes par le gfycérol, pen-
dant un court instant, en présence d'un milieu dépourvu d'ATP pouvant pro-
voquer un état de rigor. Cependant, 1'addition d'ATP aux différentes solu-
tions utilisées pour 1l'obtention de ces "fibres bridvement glycérinées' ne
modifie en rien les résultats obtenus lors de leur contraction. L'ensemble

des solutions utilisées est tamponné par le Tris (pH = 6,8).

La contraction développée par ces myofilaments est enregistrée
par 1l'intermédiaire du transducteur UI 5P sur un enregistreur & plume
Allcoscript type EN 28. La tension développée lors de cette contraction
est exprimée en Kg.cm™2. La surface de la section de la fibre est détermi-
née avant son traitement c'est-~3~dire dans le milieu de référence. La sec-
tion des fibres étant trés variable d'un endroit & 1l'autre d'une méme
fibre, des mesures de diamétres moyens sont effectuées tout au long de
cette préparation. La section est, malgré la forme différente, standard
sur la longueur d'une méme fibre et, la difficulté & déterminer avec pré-
cision la section est palliée par le grand nombre de mesures, certaines
parties de la fibre &tant plus faciles & mesurer que d'autres. Ainsi, en
ce qui concerne la fibre de crabe "briévement glycéringe", &tudiée dans
nos conditions, la tension sera exprimée en Kg.cm‘"2 de fagon a pouvoir
corréler les résultats avec ceux obtenus lors de l'enregistrement des con-
tractures.

Une telle préparation de "fibres glycérinées" peut servir pour

1'étude de 1'influence directe de 1'environnement ionique sur 1l'activité

mécanique des myofibrilles. Aussi, un essai de corrélation entre cette
activité mécanique et l'activité ATPasique précédemment mesurée peut per-

mettre d'entrevoir l'efficacité du couplage mécanochimique.

-II1 - RESULTATS

1) Effets de la concentration en ATP sur la contraction des

myofilaments

I1 est connu que la concentration du substrat intervient sur
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1'ampleur du raccourcissement myofibrillaire par le biais de l'hydrolyse
de 1'ATP. En effet, si 1'ATP est nécessaire au maintien de 1'&tat relaxé,
il participe également au processus de la contraction du muscle vivant,
et, 1'ampleur de la contraction est liée & la concentration en ATP (HOTTA
et BOWEN, 1970). De m@me, au niveau des fibres musculaires glycérinées,
STANLEY et DE VILLAFRANCA (1970) montrent l'effet de la concentration en
ATP sur la production du maximum de tension isométrique. Ce maximum de
tension développée est atteint, en ce qui concerne la fibre de crabe
(horseshoe crab), lorsque la [ATP:] est égale 4 5 mM, en absence d'ions

divalents Ca** ou Mg**; des taux supérieurs & 10 mM d'ATP provoquant une
relaxation. L'ensemble du Ca*t et du Mg** n'étant pas éliminé par le pro-
cessus de glycérinisation, 1'obtention d'une contracture est possible par
la seule;addition d'ATP. Ces auteurs signalent de plus que la latence entre
1'introduction d'ATP et le début de la contracture ne montre pas de corré-
lation aﬁeé les dimensions de la fibre, bien que le probléme de la diffu-
sion se pose puisque 1'ATP est placé a l'extérieur. BOWEN et MARTIN (1963)
montrent cependant, au niveau du psoas de lapin, qu'une millimole d'ATP
peut pénétrer entié€rement dans une fibre traitée au glycérol lorsque celle-
ci est contenue dans un faisceau qui ne dépasse pas 175 p de diamétre. Un
tel faisceau peut &tre utilisé avec la probabilité qu'une 3 2 mM d'ATP
affectent toutes les fibres et fibrilles. Toutefois, 1'activation de fi-
bres glycérinées, obtenue par 1'ATP, consiste en un processus relativement
lent (GILLIS et MARECHAL, 1974) et il est possible que l'activation de /
faisceau de fibres glycérinées, par solution d'ATP externe soit incompléte
d cause du taux limite de diffusion de 1'ATP, autour et dans la fibre

(HASSELBACH, 1952 b ; GILLIS, 1972). De méme, PERRY et GREY (1956) parlent

du probléme de la diffusion de 1'ATP au niveau des myofibrilles.

En ce qui concerne notre préparation, la figure 23 montre que la
tension s'établit lentement aprés 1'introduction du milieu de contraction au
contact de la fibre. Ce milieu contracturant renferme non seulement les
ions Na*, K* et Cl™ aux concentrations que nous considérerons par la suite
comme normales, mais aussi les ions Cat* et Mg** aux concentrations res-
pectives de | et 7'mM permettant ainsi une bonne activité ATPasique et,
comme nous le verrons par la suite, une bonne activité mécanique. Le dé-
veloppement plus ou moins rapide de la tension de contraction pourrait

s'expliquer par une faible vitesse de diffusion de 1'ATP i 1'intérieur de
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la fibre, dépendante de la géométrie et des dimensions de la fibre. Tou-
tefois, afin de standardiser, les fibres utilisées avaient des diamétrés
voisins. L'examen de cette figure 23 permet de voir que si la tension dé-
veloppée passe par un maximum et se maintient durant quelques temps (de
1'ordre de la minute), il n'est pas possible de la maintenir plus longtemps
car il y a, en effet, rupture de la préparation i des niveaux toujours
différents selon les préparations. En fait, cette rupture est comprise dans

1a mesure oli la fibre est "glycérinée" et ol les sarcoméres présentent des

2 Kg.cm—zj T MN———
f ATP = 2 mM
f ATP = 4 mM

2 Kg.c;m-z:] ' _// L

f ) ATP = 8 mM
1 min.,
" Figure 23

Exemples d'enwregistrement de La contraction maximale des
myo f<Laments consZcutive & L'application de milieux de
difgérnentes concentrations en ATP,

La concentration du milieu de néfenence (ATP = 4 mM) est : Catt =
T mM ; Mg** = 7 mM ; Na* = 62 mM ; K¥ = 112 mM ; C&- = 53 " ;
SO0,== = 36,5 mM ; CH3CHy,COO- = 56 mM,

Les gleches indiquent Le début de £'application de La solution de
contrnaction,
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iongueurs différentes (FRANZINI-ARMSTRONG, 1966, 1970 ; DE VILLAFRANCA,

1961 ; MATHIEU, 1970 ; HWANG et CHEUNG, 1975, sur la fibre musculaire de
crabe ; PAOLINI et coll., 1976, sur le semi tendineux de grenouille). Ainsi,
au niveau de chaque sarcomére, du fait de leur différence de longueur, les
forces génératrices élémentaires sont différentes et peuvent expliquer la
rupture des myofilaments & des niveaux variés, d'autant qu'il n'y a plus
aucune structure membranaire de soutien au niveau d'un tel "systéme gly-
cériné". Toutefois, au niveau du plateau, la tension enregistr@e peut &tre
considérée comme &tant la tension maximale dans la mesure oli, comme nous

le verrons ensuite, elle est équivalente & la temsion de contracture d'une

fibre placée dans les conditions normales.

‘L'importance du rdle de 1'ATP dans la contraction de ces syétémes
est exprimée dans la figure 24 pour deux concentrations détermindes de
Mg*+, 7 et 3 mM (la concentration en ions monovalents K+t et C1™ est
constante). Les résultats montrent que pour chaque courbe, l'optimum de ten-
sion dépend de la teneur en ATP, et que dans les deux cas, la concentration
optimale requise est de 4 mM. Pour des valeurs supérieures, la tension
développée par la fibre diminue d'autant plus que la concentration en Mg*+
est faible. Cette concentration optimale requise pour le dé&veloppement de
la tension maximale est toutefois supérieure & celle nécessaire pour obtenir
le maximum d'activité ATPasique qui est de 2 mM (chapitre II). Cependant,
a4 la différence de 1'activité ATPasique, lors de la contraction de fibres
glycérinées, les myofilaments sont en place et, compte—tenu de la diffu-
sion de 1'ATP & 1'intérieur de ce systéme, il est possible qu'une plus
grande quantité d'ATP soit nécessaire & l'extérieur de la préparation afin
d'obtenir une concentration au contact de tous les myofilaments de 1'ordre
de 2 mM. La tension maximale, enregistrée dans ces conditions expérimenta-
les, est de 2,5 Kg.cm™2 (lorsque la concentration en Mg*t est de 7 mM).
Cette tension correspond, comme cela sera vu au chapitre suivant, 3 celle
enregistrée au niveau de la fibre intacte lors d'une contracture potassi-
. que maximale. Toutefois, dé&s i ﬁrésent, la figure 24 révéle aussi que la
tension dépend non seulement de 1a teneur en ATP du milieu, mais également
de 1'environnement ionique, notamment dans ce cas particulier, en ions Mg*t.
L'activation maximale du mécanisme contractile est observée, dans ce cas,
pour une concentration en ATP de 4 mM et, de ce fait, cette derniére sera

.retenue pour la suite des expériences..
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7 mM
9. 1 mM
mM
mM

'|.

0 2 4 6 8
[ATP]g mM
"'Figune'24

Tension mécanique maximale développée par Les myogilaments,
exprimée en Kg.em2, en gonction de La concentration d'ATP,
en mM, du milieu de contraction pouwr deux concentrations de
Mg** (7 et 3 mM).
Pourn tous ces milieux, Les concentrations en Lons sont : K¥ = 112 mM ;
Catt = 1 mM ; CL~ = 53 mM ; CHyCH,CO0™ = 56 mM ; SO, = 32,5 mM pour
Mg** = 3 mM et 36,5 mM pourn Mg*+ = 7 mM ; Na* = 58 mM pour ATP =
2 mM, 62 mM pour ATP = 4 mM, 66 mM pour ATP = 6 mM et 70 mM pour
ATP = & mM.

Chaque point des courbes neprésente m + o (n = 6).

2) Effets de la concentration des ions sur la contraction des

myofilaments

La régulation de la contraction de 1'actomyosine par le Ca** est

en fait un processus complexe qui nécessite la partjcipation de protéines

régulatricés et requiert la présence d'ATP et de Mg** (WEBER et WINICUR,

1961

; WEBER et HERZ, 1962, 1963 ; ENDO, 1964). Le Catt abolit 1'action

relaxante du systéme troponine-Mg ATP (WEBER, HERZ et REISS, 1969).
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Au niveau des cellules cardiaques pelées, perfusées dans un mi-
‘lieu sans Catt, FABIATO et FABIATO (1975 b) observent qu'une diminution
de la concentration de Mg ATP produit une tension. Le maximum de tension
est alors observé pour une [ﬁg ATPt]égale a 10~5,5 M avec ume pCa égale 2
9,5 ; la tension augmente lorsque pMg ATP s'abaisse de 7 a 5,5 et diminue
pour des valeurs inférieures 3 5,5. D'autre part, KERRICK et DONALDSON
(1972) montrent, sur une fibré pelée de #emi-tendineux de grenouille, que
les effets du changement de [Mg ATlﬂ et de [ATP]sont séparés et sont faibles
comparés 3 ceux de [¥g++']. De plus, 3@ ce r8le important des ions divalents,
s'ajoute celui des ions monovalents. En effet, des fibres musculaires,
traitées au glycérol, lavées pendant un temps assez long (2 & 3 heures) en
KCl isotonique, présentent une contraction en présence d'ATP, de KCl et de
MgCl, (BENDALL, 1953). L'addition de CaCly (0,2 mM) ne provoque pas de
variations. Cependant, si le raccourcissement est lent en présence seule
de KC1 et d'ATP, il est rapide dés 1'addition de MgCly (0,5 mM). Par con-
tre, pour [Mg++]>>2 mM, si la préparation est lavée pendant un temps plus
court (10 & 15 minutes), 1'addition de CaCly (0,2 mM) augmente la vitesse
du raccourcissement. La compétition entre le Ca** et le Mg*' est montrée
au niveau des fibres glycérinées et, FUCHS et BAYUK (1976) indiquent que la
présence de Mg*t supprime en fait la liaison du Ca*t i environ la moitié

du nombre total des "sites liants" des fibres glycérinées.

Au niveau des fibrés musculaires de crabe, le développement de
la tension semble dépendre entiérement de la présence d'ions Ca*t et Mg++
(STANLEY et DE VILLAFRANCA, 1971 a). De méme, la tension développée par la
fibre musculaire pelée.d'écrevisse est fonction de la pCa et présente une
relation en S avec un maximum obtenu pour une pCa égale 3 6 lorsque la
[ﬁg ATP] est égale 3 1 mM (BRANDT et coll., 1972). Le rdle du Ca** est en
fait de supprimer 1'interaction inhibitrice entre 1l'excés de Mg ATP et les
protéines contractiles. Les effets du Ca** et 'du Mg*t sont également mon-
trés sur des fibres glycérinées par HOTTA et BOWEN (1970) qui indiquent que
le Mg** 4 des concentrations de 107> & 10~4 M accélére la contraction in-
duite par 1'ATP. En fait, la contraction survient lorsque le Ca** libre
dans le cytoplasme atteint une certaine concentration et se lie aux myofi-

brilles ; l'actine et la myosine forment alors des complexes générateurs de

force (voir WEBER et MURRAY, 1973). L'importance primordiale des cations
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divalents Ca*+ et Mg*' est donc beaucoup &tudiée au niveau de 1l'activation
du mécanisme contractile ; toutefois, il ne faut pas oublier les cations
monovalents ainsi que les anions qui, comme cela a été montré au chapitre
précédent, interviennent de fagon non négligeable sur l'activité ATPasique
de cette préparation. Ainsi, comme dans le précédent chapitre, le rdle
respectif de ces différents ions ainsi que celui de la force ionique, se-

ront vus successivement.

2.1. Effets propres des ions aivalents

La région sensible du muscle strié de crabe, permettant
une activation locale est située au niveau de la jonction bénde A -
bande I (HUXLEY, 1956 ; HUXLEY et TAYLOR, 1958 ; GILLIS, 1967, 1969). Au
niveau des myofibrilles isolées de crabe GILLIS (1967) en utilisant la
libération par ionophorése d'ions Ca** 3 1a pointé d'une micropipette rem-
plie d'une solution de CaCl,, montre que le seuil du courant ionophoréti-
'que, nécessaire pour produire une contraction, est minimal lorsque la pi-
pette renfermant des ions Ca't est localisée au niveau A.I ; le seuil de
courant augmente avec l'Eloignement de la pipette le long de 1la bande I par
rapport & la jonction A.I. La bande I renferme, en effet, les sites respon-
sables de 1l'activation calcique. De fait, au niveau de l'activation myo-
fibrillaire, FUCHS et BRIGGS (1967, 1968) mettent en évidence 2 classes de
sites liant le Ca** présentant des constantes d'affinité différentes
(2,1 . 10-6 M pour la classe | et 3.10~4 M pour la classe 2), La capacité de
liaison des sites de classe 1 (1,3 pM de Ca**/g de protéines) correspond
finalement 3 la quantité de Ca*t* 1ié pour provoquer la contraction des
myofibrilles (1,5 & 2 pM de Ca**/g de protéines). De plus, ces sites de
classe 1 sont localisé&s au niveau des filaments fins. Toutefois, en plus
du Ca**, 1l'importance de 1l'environnement ionique en Mg*+ au niveau des
fibres pelées d'écrevisse a notamment &t& Eétudiée par BRANDT et coll. (1972)
qui montrent 1'é&volution de la tension en fonction de la concentration en
Mg ATP 3 différente valeur de pCa. De méme, ces auteurs obtiennent une
relation sigmoide lorsqu'ils considérent 1'é@volution de cette tension en
fonction de la pCa (pour des valeurs de Mg*t de 1 ét 5 mM). Une relation du
méme genre‘est obtenue avec des cellules cardiaques pelées par FABIATO et
FABIATO (1975 b) ou sur des fibres glycérinées de grenouille par JULIAN

(1971). L'interd&pendance entre le Ca** et le Mg*+ est &galement domnée
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par KERRICK et DONALDSON (1975) qui montrent, i la fois sur le muscle ven-
triculaire de rat et sur les fibres squelettiques de grenouille, privées
de sarcolemme, que la quantité de Ca*+ requise pour obtenir la tension ma-

ximale du muscle augmente avec la [Mg++]e.

En ce qui concerne notre préparation, la figure 25 donne des
exemples d'enregistrements de contraction obtenue par application au con=
tact des myofilaﬁents d'une solution renfermant du Mg** 3 la concentration
de 7 mM et des concentrations variées de Ca*t. De m€me, la figure 26 donne
des exemples d'enregistrement de tension mécanique pour des concentrations
variées en Mg** en présence de 1 mM de Ca**. L3 encore, dans ces 2 cas, la
tension se maintient durant environ | minute puis la préparation '"se casse'.
L'ensemble des résultats obtenus,en ce qui concerne 1l'activation par un
milieu cbntenant du Ca*t et du Mg**, se trouve résumé par les courbes des
figures 27 et 28. Les deux courbes de la figure 27 donnent 1'é&volution de
la tension en fonction de la concentration en Ca** du milieu pour deux '
valeurs différentes de Mg** 3 savoir 1 et 3 mM (les concentrations en ions
monovalents étant celles de référence et celle en ATP de 4 mM). Ainsi, la
tension augmente progressivement avec l'accroissement de la teneur en Catt
jusqu'd un optimum atteint dés la valeur d'l mM puis se maintient pour des
concentrations supérieures. Par contre, ainsi que le montre la figure 28,
pour un environnement ionique en Mg** plus grand (7, 10 et 15 mM), 1'allure
des courbes est modifiée. En effet, si pour chacune de ces concentrations
la tension augmente encore avec un accroissement de la concentration de Cat?
jusqu'aux environs de la mM, il n'en est plus de méme au-dela puisque la
tension développée n'est plus cette fois maintenue, mais chute progressi-
vement. Cette diminution de la tension est, de plus, plus importante pour
une concentration en Mg*t de 7 mM. Pour toutes les concentrations de Mgtt
choisies, la concentration optimale de Ca** qui permet, dans les condi-
tions expérimentales, le développement d'une tension mécanique maximale
est de 1'ordre de la millimole. Cependant, si pour cette concentration
calcique la tension développée par les myofilaments est maximale pour une
concentration de Mg** de 7 mM, il n'en est pas de méme pour des concentra-
tions en Ca** supérieures. En effet, la concentration de Mg** qui permet
alors 1'activation maximale est de 3 mM. Quoiqu'il en soit, de 1l'ensemble
des résultats, il s'avére que la tension développée se rapprochant le plus

de celle enregistrée lors de la contracture maximale développée par une
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2 Kg.cm'zj - ' ———

f ca*™ = 0.125 mM

2 Kg.on" ]___/ L_,

a =1 mM

2 Kg.cm-z:l___/——' A

t catt = 4 mM
1 min.
F,ngte 25

Exemples d'enregistrement de La contraction maximale des myo-
§ilaments corvsecwtwe aze' appl’,cca,twn de milieux de différentes

concentrations en Ca*t

La concentration du miliew de néférence est : Ca** = 1 mM ; Mg** =
FmM ; Nat = 62 mM ; Kt = 112 mM ; CL~ = 53 mM S0,7" = 36,5 mM ;
CH CH2C00 56 mM ; ATP = 4 mM. La variation de £a concentration
en Ca* t est obtenue avee une modifLcation simultanie de La concen-
tration en CH4CH,CO0-.

Les 4Leches indiquent Le début de £'application de La solution de
conthaction.

La terminologie Ca** = 1 mM “lqui sena neprise pan La suite avec
d'autrnes Lons) est utilisée pourn simpligien ; en gfait, L€ 4'agit
de propionate de Ca** = 1 mM.
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2 Kg.cm-zj — I

f Mgt = 3 mM
2 Kg.cm-zj___/——_\\__‘
++

Mg = 7 mM

2 Kg.cm"zj
f Mgt = 15 mM
1 min,
 Figure 26

Exemples d'enregistrhement de La contraction maximale des
myo §iLaments consécutive a L'application de milieux de
digferentes concentrations en Mgt+,

La concentration du milieu de négénence est : Ca*t =1 mM ;

Mg*t = 7 mM ; Nat = 62 md 3 K* = 112 mM ; e~ = 53 mM ; SOL*" =
36,5 mM ; CHaCH,CO0~ = 56 mM ; ATP = 4 mM, La variation de fa
concentration en Mg** est ob/teyw.e avec une mod,cé&cauon sAmulta-
née de La concentration en SO,~~.

Les fLeches indiquent Le début de L'application de La solution de
contraction,

fibre intacte lors d'un exc@s de K*, est obtenue en présence de 1 mM de
Catt et 7 mM de Mg** (2,5 Kg.cm™2 contre 2,7 Kg.cm~2)., Ces résultats sont,
de plus, en accord avec ceux obtenus lors de la mesure de l'activté
ATPasique de ces myofilaments (chapitre précédent). En effet, ces concen-
trations permettent une hydrolyse maximale de 1'ATP, et ainsi une bonne
corrélation entre l'activité ATPasique et l'activité mécanique des myo-

fibrilles de crabe est donc obtenue.
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Figure 77

Tension mécanique maximale développle par Les myogilaments,

exprimée en Kg.cm=2 en fonction de La concentration de Ca**,
en mM, du milieu de contraction en présence de deux concen-

trations de Mg** : 1 mM (a) et 3 mM (b).

La coneentration des autres ions pour Ca*t = 1 mM est : KF = 112 mM ;
Nat = 62 mM ; C&- = 53 mM ; SO,~~ = 30,5 mM pour Mg** = 1 mM et

32,5 mM pour Mg*t = 3 mM ; CH3CH,CO0™ = 56 mM ; ATP = 4 mM. L'apport
de Ca** est néalise sous fonme de propionate.

Chaque point des courbes représente m + o (n = 6).

Figurne 28

Tension mécanique maximale développie par Les myofilaments,
exprimée en Kg.em™2, en fonction de £a concentration de Ca**,
en mM, du milieu de contraction en prnésence de £rois concen-
fnationb differentes de Mg** : 7 mM {a), 10 mM (b) et 15 mM
e).
La concentration des autres ions pour Ca** = 1 mM est ; K¥ = 112
mM ; Nat = 62 mM ; C&~ = 53 mM ; SO,~" = 36,5 mM pour Mg** = 7 mM,
39,5 mM pour Mg*t = 10 mM et 44,5 mM pour Mg** = 15 mM ; CH;3CH,CO0-
=56 mM ; ATP = 4 mM, L'apport de Ca’™ est néalisé sous foume de
propionate. :

Chaque point des courbes représente m + o (n = 6).

1
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Cependant, le fait de modifier la concentration en ions divalents
des solutions entrafne une variation de la force ionique et de la tonicité
de ces milieux. En fait_LRNNERGREN et NOTH (1972) parlent d'un effet direct
de 1'hypertonie sur le mécanisme activateur et relaxant du muscle. De méme,
en ce qui concerne les fibres musculaires ayant subi divers traitements, il
est montfé, notamment sur les fibres pelées, que l'espace interfilamentaire
est affecté par la force ionique, en modifiant 1les forces Electrostati-
ques entre les filaments (APRIL et coll., 1972). La force ionique inter-
vient sur le maximum de tension développée et une augmentation de cette
force ionique de 0,10 & 0,40 provoque une diminution de la tension déve-
loppée par les fibres musculaires glycérinées de lapin ; quant aux solu-
tions hypertoniques, elles exercent des effets sur les protéines contrac-
tiles du muscle (HOMSHER et coll., 1974). Une_réduction de la tension ac-
tivée par le Ca*t au niveau du muscle extrait par le glycérol, avec une
force ionique élevée est par ailleurs montfée par HOMSHER (1969) ; cité ﬁar
GORDON et coll. (1973) et HOMSHER et coll. (1974), pour des valeurs de
force ionique similaire & celles observées pour les fibres pelées par
GORDON et coll. (1973). De méme, une réduction de la force mécanique acti-
vée par le Catt+ et développée par des fibres pelées est observée lorsque
la concentration en KCl passe de O 3 280 mM (THAMES et coll., 1974). Une
diminution de la tension développée par les myofilaments est également
observée lors d'un accroissement de la force ionique par FABIATO et FABIA-
TO (1976). Sur la fibre pelée d'écrevisse, APRIL et BRANDT (1973) montrent,
de méme, une diminution réguliére de la tension lors de 1'accroissement de
la force ionique, diminution similaire 3 celle obtenue sur la fibre intacte
(la tension &tant induite dans ce cas par microinjection de Ca*t* ou, par
la caféine). La force ionique affecte ainsi le développement de la tension
du muscle, comme elle affecte la transformation chimico-mécanique du coupla-
ge excitation—-contraction. Toutefois, SOLARO et coll. (1976) montrent que
la liaison du Ca** par les filaments fins et la myosine n'est pas affectée
par un changement de la force ionique de 0,05 & 0,14 M en absence de
Mg ATP, alors qu'en présence de Mg ATP, le Ca*t 1ié augmente quand la force
ionique diminue. De méme, WEBER et HERZ (1963) constatent une diminution de
Catt 1ié aux myofibrilles lorsque la force ionique est augmentée. D'autre
part, la tension de repos des fibres musculaires extraites au glycérol
montre également une dépendance vis;é—vis de la force ionique. Ainsi,

HERBST et PIONTEK (1974) indiquent que la tension de repos d'une telle
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préparation diminue avec 1'accroissement de la force ionique et sont, de ce
fait, en accord avec les résultats de GORDON et coll. (1973) qui précisent
que l'accroissement de la force ionique diminue la tension de repos des

fibres pelées de grenouille. -

Toutefois, la force ionique ainsi que l'activité des ions en so-
lution qui peuvent €tre calculées par la formule de DEBYE~HUCKEL pose un
probléme complexe dans la mesure ol il est bien certain qu'en utilisant des
ions tels que ATP™" et S04~ ", il se crée des 1iaisons, notamment entre ATP
et Cat*, Mg++, H* ; de méme entre SO,~~ et Ca**, Mg** ou K*., D'autre part,
1'utilisation de 1'ion K* pour ajuster ou modifier la force ionique d'un
milieu n'est pas, pouryl'étude de 1'activation myofibrillaire, un moyen
idéal dans la mesure ol GLENN L. KERRICK et DONALDSON (1972) précisent que
le K* est 1ié & un site de 1'actine et que les variations de la concentra-
tion en K* sont vraisemblablement la cause d'effets sur la liaison du Mg**

et du Ca** sur leur site respectif.

Quoiqu'il en soit, au niveau de notre préparation, en utilisant
le méme principe que pour 1'étude de l'activité ATPasique, 1l'ensemble des
milieux testés au niveau de l'activité mécanique ne montre qu'une variation
de force ionique de 0,210 & 0,280 entre le milieu le plus pauvre et celui
le plus riche en ions divalents a savoir, d'une part, Ca** = 0,125 mM et
Mgtt = I mM et, d'autre part, Ca** = 4 mM et Mg++ = 15 mM. De ce fait, en
se référant i la courbe théorique de la figure 13, il est possible de voir
que l'activité des cations divalents varie trés peu et que les variations
de tension observées ne peuvent &tre reliées aux variations de 1'activité
de ces ions. La variation de 1'activité du Ca** pour une concentration don-
née de Mg** dépend donc directement de la concentration en Ca** du milieu.
Les résultats montrent donc ici un effet propre des ions sur le mécanisme
contractile, en bon accord avec celui observé précédemment en ce qui con-
cerne l'activité ATPasique de ces myofibrilles. Rappelons que pour cette
derniére, a été mise en évidence (chapitre précédent), en plus du rdle pri-
mordial des cations divalents, une participation non moins importante des
cations monovalents, notamment Nat et K*, ainsi que des anions (chlorure,
sulfate, méthylsulfate et nitrate) lors de la réaction enzymatique permet-
tant 1'hydrolyse de 1'ATP. Aussi, apparaft-il maintenant indispensable de
vérifier si ces ions ont un effet comparable au niveau de 1l'activation du

mécanisme contractile.
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2.2. Effets propres des cations monovalents et des_anions

L'influence de ces cations monovalents et anions a déja
fait 1'objet d'études au niveau de diverses préparations musculaires. C'est
ainsi que GORDON et coll. (1973) trouvent qu'en présence de Cl~, la méme
activation mécanique est obtenue avec le K* ou le Na*. De fagon similaire,
les cellules cardiaques pelées sont, du point de vue de leur contraction,
insensibles au rapport Na*/K* dans le milieu de perfusion ainsi qu'ad la
substitution du C1- par du propionate ou du méthylsulfate (FABIATO et
FABIATO, 1972, 1973, 1976). Le K* influence toutefois la tension développée
par les fibres glycérinées de psoas de lapin. Aussi, BOWEN et MANDELKERN
(1970) montrent que la raccourcissement est plus important (environ 20 p.
100) en présence de 0,04 M de KCl qu'en son absence, pour une concentration
déterminée de Mg*t. Sur ces mémes fibres glycérines de psoas de lapin,
JACOBS et GUTHE (1970) trouvent, en ce qui coﬁcerne les anions, une tension
développée moins importante suivant la série CH3COO">‘C1'> N03‘>Br'> I-.
GORDON et coll. (1973) montrent des variations de tension développée par
les fibres musculaires pelées de grenouille, en présence de K*, pour des
forces ioniques identiques, selon qu'ils utilisent comme anions du Cl17, du
Br~, du S04~ ou du propionate. Ces auteurs trouvent un ordre d'inhibition
de la tension qui correspond 3 la séquence CZH5COO’C!SO4"<:C1‘<:Br’. De
méme, sur la fibre pelée d'@crevisse, SORENSON et coll. (1973) (voir GORDON
et coll., 1973) montrent que le Cl~ est plus efficace & réduire la tension

que le propionate.

2.2.1. Effets des cations monovalents 3 (C17  normale
Précisons dés le départ que pour 1'ensemble des milieux
testés au niveau des myofilaments, les ions Na* et Ca*t lorsqu'ils sont pré-
sents, sont mis sous forme de propionate ; les ions Mg*t sous forme de sul-
fate et les ions K*, en partie, pour 53 mM sous forme de chlorure, 1'autre
. partie &tant sous forme de sulfafe. L'utilisation de 53 mM de chlorure de
K* est faite dans le but de maintenir la concentration normale en ions C1~
et oblige donc 3 utiliser des sels autres que des chlorures.
Au niveau de notre préparation de myofilaments de crabe, les ca-

tions monovalents interviennent é&galement en ce sens qu'ils modifient la
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tension développée (BRULE et GUILBAULT, 1975) tout comme par ailleurs, ils

favorisent ou inhibent 1l'activité ATPasique de ces mé€mes myofilaments

(chapitre II). Ainsi, la figure 29 montre que la tension développée, en

. . oq . . ++
fonction de la concentration du milieu environnant en Mg ', est accrue en

absence de Nat dans ce milieu. Si en présence de Na*, la tension développée

T. Kg.cm-2

8 mM

N
=
0

]

2-
‘Nat = 62 mM
'I-
o  § é L} 4" v 6[ L] l8 L} ."0 L}
[M9++]e mM
" Figurne 29

Tensdion mécanique maximale développle par Les myofilaments,
exprimée en Kg.em=2, en fonction de La concentration de Mg*t,
en mM, du milieu de contraction en présence de Na* (62 mM ou
& mM). :

La concentration du milieu de négénence est : Ca*tt = 1 mM, Mg*t =
FmM ; Nat = 62 mM ; Kt = 112 mM ; CL~ = 53 mM ; SO,~ = 36,5 mM ;
CH3CH,CO00™ = 56 mM ; ATP = 4 mM. La varniation de La concentration
en Mg*t est obtenue avec une modification simultanée de La concen-
tration en S04~ et L'abaissement de La concentration en Nat est
obtenu avec L'abaissement de La concentration en CH3CH,CO0-,

Chaque point des courbes reprisente m + o (n = 6).

o
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s'accroit progressivement lorsque la concentration en Mg**t du milieu passe
de 1 & 7 mM pour décroitre ensuite, il se trouve, qu'en absence de Nat, le
maximum de tension est atteint pour une concentration moindre de Mgtt,
comprise entre 3 et 7 mM. Toutefois, quelle que soit la concentration de
Mgtt (variant de 1 & 10 mM), la tension développée par les myofiiaments
est toujours supérieure en absence de Na*., Si en présence de Nat, la ten-
sion atteint 2,5 Kg.cm~2 (valeur conforme & celle enregistrée lors de la
contracture potassique), elle passed4Kg.cm™2 en absence de Nat pour une
concentration identique de Mg*t soit 7 mM. Toutefois, 1'influence du Nat
corrélée au Mg** n'est pas la seule qui puisse &tre observée comme le mon-
tre la figure 30 qui donne des exemples d'enregistrements obtenus, en pré-
sence de Mg*t (3 une concentration normale) avec des concentrations variées
de Nat et K*., En effet, la figure illustre les effets de quatre milieux, a
savoir, la forte diminution du Na* dans le milieu de référence défini au

4mM ; Ca** = 1 mM ; Mg** = 7 mM), ou 1'absence

paragraphe précédent (ATP
de K* ou encore 1'absence i la fois de K* et de Nat. La figure 31 résume
les effets de ces différents milieux et montre que 1'absence d'un seul des
deux cations monovalents Nat ou K* provoque le développement d'une tension
plus importante, &gale ou proche de 4 Kg.cm™2. Cette valeur de la tension
est, elle-méme, proche de la tension maximale que peut développer la fibre
musculaire stride de crabe lorsqu'elle est soumise, en condition plus ou
moins hypercalcique, en présence ou en absence de Nat, & une activation
maximale‘par 1'apport de K* externe, ainsi que cela sera montré au chapitre
suivant. Par contre, 1'absence & la fois de Na'* et de Kt entralne une di-
minution de la tension puisque, dans ces conditions, les myofilaments déve-
loppent une tension inférieure 3 la normale (2 Kg.cm™2 contre 2.5 Kg.cm’2 ).
Ainsi, pour atteindre une contraction maximale, la présence d'une seule
espéce de cation monovalent (Na* ou K*) est nécessaire. De méme, comme cela
a été vu au chapitre II, l'activité ATPasique des protéines de structure
est renforcée lorsque la concentration de 1'un des 2 ions Nat ou K* est
réduite. I1 faut cependant, de plus, signaler que si pour 1'@tude de la
contraction des myofilaments, 1'absence de Na'* et K* simultanée s'est '
effectuée avec un maintien de la concentration en C17, il n'en a pas été de
méme pour la mesuré de l'activité ATPasique. Dans ée dernier cas, en effet,
la réduction de la concentration en Na* et K* est accompagnée d'une dimi-

nution de la concentration en Cl™.
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Nat = 62 mM
Kkt = 112 mM
sKkgoem2] —
f Nat = 8 mM
kY = 112 mM

Figwee 30

Exemples d'ennegistrement de La contraction maximale des
myo §iLaments conséeutive a L'applicationde milieux de
differentes concentrations en K¥ et Nat,

La concentration du milieu de néférence est : Ca** = 1 mM ;

Mg*t = 7 mM ; Nat = 62 mM ; K+ = 112 mM ; C&- = 53 mM ; SOy-- =
36,5 mM ; CH3CH,C00- = 56 mM ; ATP = 4 mM. La variation de La con-
centration en Nat est obtenue avec une modification simultanée de
La concentration en CH3CHo,C00-. Quant a La suppression des Lons K*,
elle est obtenue par une diminution de La concentrhation des ions
80, (suppression du K,SO,et remplacement du KCL de fLa solution
de néfénence parn du chlorhydrate de choline).
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‘Figure 31

Résumé des effets de La variation des concentrations en Lons
Nat et K+ surn La contraction maximale des myogilaments.

Le milieu de négérence Nat = 62 mM et Kt = 112 mM est neprésents pan
Le pa&nt indiqué Na = 1 K = 1. Les points Na = 0 K = 0 cornrnespon-
dent a des concentrations neApect&veA de § mM et 0 mM., Dans Le cas
de suppression du K* du milieu, £'ion CL- est amené sous fonme de
chlorhydnate de choline, Pour plus de détail, voin Legende de La §4-

gute 30.
Chaque point neprésente m # o (n = 6).

L3 encore, lors de 1'&tude de la contraction des myofilaments,

. les différences de teneur en ions sont accompagnées de modifications de la
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force ionique des divers milieux testés. C'est ainsi que, pour les effets
des milieux présentés i la figure 31, il existe des variations sensibles

de la force ionique. En effet, si celle du milieu de référence est de 0,239,
en absence de Na* elle est de 0,185, en absence de K* (une partie du K*
étant remplacé par le chlorure de choline) elle est de 0,150 alors qu'en
absence de Nat et de Kt elle n'est que de 0,096; Partant de ces valeurs,

et en se référant 4 la figure 13, pour la courbe correspondant 3 une con~
centration de Ca** de 1 mM, il ést possible de constater que l'activité de
1'ion Ca** augmente sensiblement lorsque la force ionique diminue assez for-
tement. L'augmentation importante de 1l'activité du Ca**, simultanée 3 celle
du Mg**, pourrait, peut &tre, intervenir en faveur de la diminution de ten-
sion mécanique observée. Quoiqu'il en soit, un effet propre des ions Nat

et K*¥ n'est pas 3 négliger. Et, comme cela va &tre montré, ces ions inter-
viennent en tant que tel, en tant qu'espéce ionique particuliére et non pas
en tant que cations monovalents. En effet, si le Lit et le Rb* sont utilisés
comme substituts du Na* et K*, aucune influence de ces cations ne peut &tre
relevée au niveau de la contraction des myofilaments ainsi que le montre

la figure 32, Cette figure permet de constater qu'en partant de la tension
obtenue en milieu de référence (M.R.), la suppression du K* (présence seule
de Na%*) provoque un accroissement considérable de la tension (milieu a),
tout comme la suppression du Nat (présence.seule de K*) (milieu b). Par
contre, la suppression des deux cations Nat et K* (milieu c) entraine une
diminution de la tension développée ; dans ce cas, 1'ion‘choline est uti-
1lisé en remplacement du Nat (seul présent dans le milieu a). De la méme
mani&re, le remplacement mM 4 mM du Na‘* du milieu a par des ions Li*
(milieu d) ne permet pas le développement d'une tension plus élevée puisque
le niveau atteint est m@me inférieur & celui de référence (M.R.). De fagon
similaire, le remplacemenf du K* (du milieu b) par Lit (milieu e) ou

Rb* (milieu £), ne pérmet que le développement d'une tension inférieure 3
celle de référence. De ce fait, le Li*, tout comme le Rb*, ne peuvent E&tre
utilis@s comme substitut du K* pour permettre le développement d'une ten-

sion maximale équivalente 3 4 Kg.cm™2.

Cependant, 13 encore, la modification de la composition des so-
lutions. a entrainé des variations de la valeur de la force ionique. qui,
cette fois cependant, sont trés faibles. En effet, si la force ionique cal-

culée pour 1'absence de K* (milieu a) est de 0,150, elle n'est que de 0,155
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pour les milieux qui renferment 112 mM de C1 Li ou 112 mM de C1 Rb
(respectivement milieu e et f). Ainsi, la chute de tension enregistrée, ne
peut cette fois &tre interprétée sur la base d'une modification de la force
ionique et par conséquent de 1'activité des ions Ca** et Mg** en solution.
Cette variation de tension, enregistrée en absence de Nat ou de K'Y ne peut,
de méme, 8tre expliquée par 1'existence d'une concentration optimale en
cations monovalents puisque des teneurs identiques en Na* ou en Lit* par
exemple, donnent des tensions différeﬁtes. De ce fait, c'est bien la nature
du cation monovalent présent dans la solution qui joue le rdle 1e>p1us
important. En effet, la présence seule de Na* ou de K* augmente la tension
développée par les myofilaments, ces ions interviennent en tant que tels

et ne peuvent &tre substitués par la choline, le Li* ou le Rb*. De plus,
leur présence (Nat ou K*) est indispensable pour le développement de la
tension maximale, mais la présence dés deux (Na‘* et K%) doit résulter dans

1'existence d'une compétition qui aboutit, de ce fait, au développement




87

Figurne 32

Resumé des- effets de La suppression des Lons Nat et/ou K* et
de Leun substitution par des Lons choline*, Rbt ou Li*+ sun La
tension mécanique maximale développie par Les myogilaments.

La tension maximale développie dans Les conditions de niférence est
indiquée parn Le podint noté M.R.. La composition de ce milieu de #é-
genence est : Cat* = 1 mM ; Mgtt = 7 mM ; Na* = 62 mM ; Kt = 112 mM ;
CL~ = 53 mM ; SO,~~ = 36,5 mM ; CH3CH,CO0- = 56 mM ; ATP = 4 mh.

Le point a conrnespond a une suppression de Kt et a@ une diminution
sdmultanée de SO, - (Les Lons CL- Etant amenés sous gorme de chlornhy-
drate de choline) ; Re point b connespond a une néduction de Na* (de
62 a & -mM) avec une variation simultanée de CH3CH,COO-.

Pour Le point c, La composition de La solution de contrhaction est :
Ca** = 1 mM ; Mg*t = 7 mM ; Nat = &§ mM ; choline® = 54 mM ; CL- =

54 mM ; SO, = 7 mM ; CH3CH,CO00- = 2 wM ; ATP = 4 mM. Les Lons cho-
Line*sont alons substituds aux {ons Na* manquants {comparaison avec
Le point b).

Pour Le point d, La composition de La solution de contraction est :
Catt = 1 wM ; Mg** = 7 mM ; Nat = § wM ; Li+ = 54 M ; CR- = 54 nM ;
S0,=- = 7 mM ; CHCH,C00- = 2 mM ; ATP = 4 mM. Les Lons Li* sont alons
substitués aux Lons Nat manquants (comparaison avec Le point b). '
Powr Le point e, La composition de La solution de contraction est :
Catt = 1 mM ; Mg** = 7 mM ; Nat = § mM ; LE* = 112 mM ; CL~ = 112 mM ;
S0,=- = 7 mM ; CH3CH,CO0~ = 2 mM ; ATP = 4 mM. Les Lons Li* sont alons
substituds aux Lons K¥ manquants (comparaison avee Le point a).

Pour Le point §, La composition de La solution de contraction est :
Catt = 1 mM ; Mg** = 7 mM ; Na* = § mM ; Rbt = 112 mM ; C&- = 112 mM ;
S0,~= = 7 mM ; CH3CH,CO0- = 2 mM ; ATP = 4 mM. Les {owms Rb* sont alons
substitués aux Lons K+ manquants (comparaison avec Le point a).

Les diggernents points de cette figure peuvent se comparer deux a deux.
Chaque point neprésente m + o (n = 6).

d'une tension moindre. La -concentration en ces ions activateurs K* inter-
vient de méme au niveau du développement de la tension mécanique par les
myofilaments ainsi que 1'atteste la figure 33. Les concentrations en Nat

et C1~ sont maintenues constantes 3 leur valeur de référence précédemment
définies a savoir respectivement 54 et 53 mM ; 1'apport d'ions K* au deld
de la concentration normale est réalisé sous forme de sulfate. Il est ainsi
possible de constater qu'en augmentant progressivement la teneur du milieu
environnant en K*, en présence de Na*, la tension développée diminue
(notamment pour les valeurs K* = 0 et K* = 53 mM oli la concentration en
ions S04~ n'a pas été modifiée simultanément). Pour ces différentes solu-

-

tions, la force ionique calculée passe de 0,150 en absence de K* i 0,322
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T. Kg.cm-2
Ud

Cl™ = 53 mM

0 50 100 150
[Kt]g mM

Figure 33

Tension mécanique maximale développie par Les myogilaments,
exprimée en Kg.cm?, en fonetion de £a concentration de K*,
en mM, du milieu de contraction. '

La concentration du miliew de néférence est : Ca™ =1 mM ; Mg*t =
FmM; Na* = 62 mM ; K* = 112 mM ; CL- = 53 mM ; SO,~~ = 36,5 mM ;
CH3CH,C00~ = 56 mM ; ATP = 4 mM. La variation de £a concentration
en K* est obtenue avece une modification simultanie de La concentra-
tion en SO,--. Poun Le miliew K* = 0 mM, Les {ons CL~ sont apportes
sous fonme de chlorhydrate de choline. :

Chaque point de La courbe neprésente m + o (n = 6).
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en présence de 168 mM de Kt. Cette variation de force ionique s'accompagne,
comme le montre la figure 13, d'une modification de 1'activité du Catt et
du Mg** en solution. Cependant, cette variation d'activité ne peut 3 elle
seule expiiquer la diminution importante de tension. En effet, des varia-
tions similaires de l'activité de ces cations divalents, par modification
de leur concentration n'entrafnent pas d'aussi grands changements dans le
niveau maximal de tension développée par les myofilaments (voir par exem-

ple figures 27, 28).

2.2.2. Effets des ions k* & [a1- ]x 2

‘ La relation entre la tension et la concentration de

K+ (Fig. 33) est cependant modifi&e si la concentration en Cl~ est diffé-
rente. Ainsi, comme le montre la figure 34, la tension ne diminue plus
constamment avec l'augmentation de la concentration en K* lorsque la teneur
en C17 du milieu est multipliée par 2 (106 mM). Avec une concentration en
Kt normale (112 mM), la tension de référence diminue lorsque la [Cl‘:]passe
de 53 & 106 mM. Ainsi, les myofilaments ne développent plus qu'une tension
moyenne de 1,92 + 0,23 Kg.cm™2 alors qu'ils développent une tension de

2,5 + 0,08 Kg.cm™2 en condition normale. De facon encore plus marquée que
précédemment (Fig. 33), la tension diminue lorsque la concentration en K%
augmente. Par contre, & l'inverse, lorsque la concentration en K+ diminue
et passe & 53 mM, la tension chute alors qu'avec une concentration en CL™
normale (53 mM) la tension développée par les myofilaments est accrue (la

——

concentration en SOy étant identique) (comparaison des figures 33 et 34).
Ainsi donc, 1'ion C1~, de par sa concentration, influence la tension méca-
nique dans la mesure oli une augmentation de sa concentration provoque une
diminution de cette tension. De plus, il semble nécessaire de maintenir un
certain équilibre entre le taux de K* et de C1~ ; en effet, une réduction du
K* par rapport 3 la normale entrafne une diminution considérable de la ten-

sion lorsque la concentration de C1™ est multipliée par 2.

La chute de tension observée pour la concentration en Cl~ multi-
pliée par 2 pour les différentes teneurs en Kt ne peut 13 encore s'expliquer
par des variations d'activité du Ca** ou du Mg*t en solution ; les modifi-
cations de la force ionique sont en effet du méme ordre que celles obtenues

avec une concentration en C1~ normale. L'ion Cl1l™ semble donc intervenir en
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tant qu'espéce ionique capable de modifier la réponse contractile des myo-
filaments isolés. Aussi, a-t-il paru nécessaire, tout comme dans le cas de
la mesure de 1'activité ATPasique, d'étudier la tension développée en

absence totale de Cl~.,

24
(o] ———’——'—_— \\
| - \
£ ‘\\
© AN
o N,
X \\
. \
- \
- 1 \\
\\\
\
';‘ »
C1~ = constante = 106 mM {
0 50 100 150
[K*]e mM
Figure 34

Tension mécanique maximale développle par Les myofilaments,
exprimée en Kg.cm?, en fonction de La concentration de K*,

en mM, du milieu de contraction, en prisence d'une concen-
thation de CL- double de fa nowmale, 504% 106 mM.

Les concentrations en Lons Ca**, Mg**, Na* et ATP sont celles de
néfernence, 04t nespectivement : 1 mM, 7 mM, 62 md et 4 mM. La va-
rniation de La concentration en Kt est obtenue avec une modigication
simubtande des concentrations en SO,~~ et CH3CH,C00~ : pour K* =

53 mM, SO,-= = 7 mM et CH3CH,CO0- = 3 mM ; powr K* = 112 mM, SO, =
10 mM et CH5CH,CO0~ = 56 mM ; powr K* = 168 mM, SO,~= = 38 mM et
CH3CH,CO0~ = 56 mM.

Pour Le dernien milieu (K*¥ = 168 mM), La concentration en SO,~~

(38§ mM) est sensiblement celle du milieu de néférence (36,5 mM)
(§igure 33). La comparaison de La valeur de ces points montre done
£'ef4et sun La tension mécanique maximale de £'accrodssement sLmul-
tand des concentrations en K* et en CL-.

Chaque point de La courbe représente m i;c (n = 6).
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2.2.3. Efféts des anions

ooooooooooooooooo

Les tracés de la figure 35 donnent des exemples d'en-
registrement de contraction obtenus en présence de sulfate, méthylsulfate

ou nitrate utilisé comme substitut du Cl~. Le remplacement du Cl~ par ces

1 Kg.Cm_zj __/_\\ -

fSULFATE

i
|

' 13Kg.cm_2:] . L

' METHYLSULFATE

1 Kg.cm'z:l

f NITRATE
1 min.

Figure 35

Exemples d’gmegduemen,t de 2a conthaction maximale des
myo gilaments conséecutive a L'application du milieu de con-
traction de contenu andonique modigié, en absence d'ions CL-.

La concentration des ions du milieu de néférence est : Ca*t = 1 mM ;
Mg** = 7 mM ; Nat = 62 mM ; K+ = 112 M ; CL- = 53 mM ; SO, =

36,5 mM ; CH3CH,CO00~ = 56 mM ; ATP = 4 mM. Le K* est apporté pour
53 mM sous forme de chlorune et pour 59 mM sous forme de sulfate.
Poun Les ennegistrements présents et notes sulfate, méthylsulfate

et nithate, £'ensemble du K+ est apporté nespectivement sous fornme
de sulfate, mithylsulfate et riitrate.

Les fLeches indiquent Le début de £'application de La sotution de
contraction.
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. différents anions entraine une diminution de Ia tension de référence ; les
tensions moyennes développées dans de telles conditions expérimentales sont

données 3 la figure 36. Pour 1'ensemble de ces solutions, les myofilaments

1.5+
®
N 14 1
£
Q
o a b
4
-
0.5 -
Cl™ = 0 mM c
0-
Figure 36

Résumé des effets de La substitution fotale du chlonre pan Le
méthylsulgate (milieu a), Le sulfate (milieu b} ou Le nitrhate
(milieu c) sur Ra tensdon mécanique maximale développie par
Les myogiLaments.

La concentration des Lons des 3 solutions de contraction est :

Cat*t = 1 mM ; Mg** = 7 mM ; Nat = 62 mM ; K¥ = 112 mM ; CH3CH,CO0™ =
56 mM ; ATP = 4 mM et, pour Le milieu a : méthylsulfate = 112 mM,
sulfate = 7 mM ; pour Le milieu b : sulfate = 63 mM ; pour Le milieu
¢ : suwlfate = 7 M, nitrate = 112 mM,

Chaque point neprisente m + o (n = 6),
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sont placés, dé&s 1'application des solutions relaxantes, en absence de C1~
et en présence de méthylsulfate (a); sulfate (b) ou nitrate (c), les con-
centrations en cations mono et divalents étant celles de référence. Ainsi,
tout comme pour un accroissement de la concentration en C1” (x 2), une
suppreésion du C1™ de la solution entraine une diminution, dans ce dernier
cas, considérable, de la tension maximale développée par les myofilaments.
L'ordre d'inhibition de la contraction des myofilaments de crabe par les
'différents anions utilisés comme substitut du C1~ est ainsi : sulfate ™
méthylsulfate <@itrate. La tension développée est dans l'ordre 1,14 + 0,14
1,19 +0,20 et 0,42 + 0,10 Kg.cm~2, L'ensemble de ces résultats tend 2
montrer 1l'existence d'un optimum de concentration pour 1l'ion Cl™. De fait,
si une concentration intermédiaire en Cl~, soit 35 mM, est testée, selon
la nature de 1'anion mis en complément, des variations similaires de la
tension sont observées et, comme 1l'atteste la figure 37, 1'ordre du pouvoir
d'inhibition est méthylsulfate <:su1fate <:ﬁitrate. Les tensions développées
lors de l'application de ces différents milieux sont intermédiaires entre
celles enregistrées en absence totale de Cl™ et celles enregistrées en
présence de 53 mM de C1~. Il semble bien ainsi qu'il existe pour le déve-
loppement maximal de la tension, une concentration optimale deCl™, et que
1'anion d'accompagnement, permettant de rétablir la concentration normale

anionique, a une grande importance.

L'ensemble de ces résultats que ce soit en absence totale ou en
présence de 35 mEq de C17, ne peﬁt 13 encore &tre interprété sur la base
d'une modification de la force ionique et de l'activité des ions Catt et
Mg**. En effet, en milieu nitrate et méthylsulfate la force ionique est de
0,21, que ce soit en C17 = 0 mM ou = 35 mM ; et, en milieu sulfate elle
est de 0,248 en-C1™ = 35 mM et de 0,265 en C1™ = 0 mM. Ainsi, tout comme
pour l1l'activité AT?asique, 1'environnement ionique en éations monovalents
et en anions est extrémement important. Il influence donc 1'activité ATP-

asique ainsi que le mécanisme contractile.
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Figure 37

Résumé des effets de La substitution partielle du chlonre
(18 mM Etant substituies) par Le méthylsulfate (milieu a),
Le sulfate (milieu b) ou Le nitrate (milieu c) surn fLa ten-
Adlon mécanique maximale développée par Les myogilaments.

La concentration des Lons de La solution de contraction est :

Catt = 1 mM ; Mgt* = 7 mM ; Na* = 62 mM ; K* = 112 iM ; CH3CH,COO~
=56 ml ; ATP = 4 mM et, pour Le milieu a : chlore = 35 mM, méthyl-
Aulfate = 77 mM, sulfate = 7 mM ; pour Le milieu b : chlore = 35 mM,
sulfate = 45,5 mM ; pour Le milieu ¢ : chlore = 35 mM, nithate =

77 mM, sulfate = 7 mM.

Chaque point neprésente m + o (n = 5).
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IV - CORRELATION ENTRE L'AcTIVITE ATPASIGUE ET L'ACTIVITE
MECANIQUE DES MYOFILAMENTS - CONCLUSION

Une corrélation entre l'activité ATPasique de la myosine et la
vitesse de raccourcissement de différents muscles de vertébrés et d'inver-—
tébrés est notamment montré par BARANY (1967). Toutefois, SEAGREN et coll.
(1971) trouvent qu'un changement de l'état contractile du muscle cardiaque,
induit pharmacologiquement, n'est pas nécessairement 1ié & un changement
concomitant de 1'activité ATPasique des proté&ines contractiles. D'autres
bonnes corrélations entre 1'hydrolyse de 1'ATP et la tension moyenne des
fibres sont cependant obtenues, notamment avec les fibres musculaires
d'insectes par PYBUS et TREGEAR (1975). De méme, BENDALL (1953) trouve que
pour des fibres traitées au glycérol, briévement ou longuement lavées en
KC1 isothnique, une basse activité ATPasique est associée a un faible rac-
courcissement tandis qu'une haute activité est associée & un grand raccour-
cissement. Toutefois, la relation entre le raccourcissement et 1l'activité
ATPasique varie avec la longueur du sarcomére, la concentration de substrat,
les concentrations de Mg** et de Catt (TAKAUJI et HONIG, 1972). Le raccour-
cissement, ainsi que 1'activité ATPasique sont observés avec les ions diva-
lents tout comme avec le KCl ou le Li Br. Pour les ions monovalents, le
maximum d'activité ATPasique coincide avec la concentration qui produit le
plus grand raccourcissement alors que pour les ions divalents, le maximum
coincide avec les concentrations qui produisent 20 p. 100 du raccourcis-
sement maximal (BOWEN et MANDELKERN, 1970). Ces mémes auteurs, en 1971,
montrent, sans addition de cations divalents, qu'une grande tension peut
8tre développée avec une hydrolyse négligeable d'ATP et concluent qu'une
grande quantité d'énergie libérée par 1'hydrolyse n'est pas requise pour

le raccourcissement et le développement de tension.-

Au niveau de notre préparation, les.résultats différent selon la
nature de 1l'anion d'accompagnement des cations. En ce qui concerne les ef-—
fets des cations mono et divalents, la figure 38 révéle une bonne corréla-
tion entre 1l'activité ATPasique et la contraction des myofilaments dans la
mesure ol le Cl” est présent @ une ‘concentration normale dans la solution.iﬁ‘k
Par contre, en absence de Cl™, remplacé par du méthylsulfate, du sulfate
~ou du nitrate, aucune corrélation ne semble exister. En présence de Cl~,

la bonne corrélation se traduit par une droite dont 1'équation est
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y = 15,2 + 30,2 x et dont le coefficient de régression est 0,86, Pour dif-
férentes &quations de courbe testées (hyperbole, parabole...) le meilleur

coefficient de corrélation est obtenu avec la relation y = ax + b.

400
» SULFATE
__ 300)
b3 = METHYLSULFATE
=
& 200
w NITRATE _ __ CHLORE
, © ?.”” 0o
S e CHENE
0 1 2 3 4
T. Kg.cm-2
Figune 38

Relation entre L'activits ATPaALQue des protéines de struc-

tune et Leur tension maximale de contraction pour des envi-
ropnements Loniques variés.

La nelation est établie pourn Les différents milieux de concentration
varnite en ions Ca** (o) et en ions Mg*t (A) en prdsence d'{ions Na'
et K* ou en absence de £'un ou de £'autre (o). Cette nelation est
obtenue en présence d'ions CL™ dans Le milieu environnant. La meil-
Leune nelation est obtenue pour une Equation de La forme y = ax + b
avee un coeffictent n = .86 (y = 15,2 + 30,2 x).

La substitution totale des Lons CL~ pan d'autrhes anions conduit a un
accrodissement Amportant de L'activité ATPasique et une fornte néduction
de La tensdion mécanique. Pour cette substitution fotale des ions CL-
seul un point est obfenu en nitrate, 1 en méthylsulfate et 1 en sul-
gate, pour des concentrations en Ca** de 1 mM, en Mg*+ de 7 mM, en

Na* de 62 mM et en K* de 112 mM.
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La figure 38 permet &galement de voir que la shppression totale du C1™ de
la solution et son remplacement par du méthylsulfate, du sulfate ou du ni-
trate modifie considérablement le rapport existant entre 1l'activité@ ATPasi-
que et la contraction des myofilaments. De fait, si en présence de ces
anions, utilisés comme substitut du C1~, 1l'activité ATPasique est considé-
rablement augment&e, il s'en suit au contraire une diminution trés impor-
tante de la tension maximale développée par ces myofilaments. Il est de
plus possible, & partir de ces résultats, de constater que si le rapport
entre la tension développée et 1'activité ATPasique, donnant une idée du
rendement, est calculd pour les différents milieux testés en présence de
C1™ (points situés sensiblement sur une droite), une valeur moyenne de

2,7 + 0,6 est trouvée (n = 10) alors qu'en milieu nitrate ce rapport n'est
que de 0,26, de 0,42 en milieu méthylsulfate et de 0,31 en milieu sulfate.
Le nitrate, semble &tre de ce fait, le moins Bon substitut du C1™ pour
1'obtention d'un bon transfert de l'énergie chimique en &nergie mécaniqué.
De ces résultats, il semble que 1'accroissement d'énergie libérée en ab-
sence de C1~ ne puisse &tre utilisé pour la contraction, ce qui pourrait
peut &tre résulter d'un changement dans la conformation des molé&cules. De
ce fait, le C1~ pourrait &€tre un maillon indispensable pour permettre un
bon transfert de 1'énergie chimique en &nergie mécanique et €tre ainsi né-
cessaire pour permettre une bonne utilisation de 1'énergie libérée par
hydrolyse de 1'ATP ; au niveau de la fibre isolée intacte, le Cl~ intra-
cellulaire pouvant &tre un régulateur de la tension développée et de 1'é-

nergie libérée.

‘ Toutefois, en plus de cette importance prépondérante et privilé-
giée des anions, il faut rappeler que les cations monovalents influencent
directement la tension développée par les myofilaments. Ainsi, a notamment
é€té vu le rdle capital joué par les ions Na' et K*. Cés ions interviennent,
en effet, en tant que tels et non pas, en tant que quantité de cations mo-
novalents, puisqu'ils ne peuvent &tre remplacés par le Li* ou le Rb* dams
les milieux 3 force ionique &quivalente. En effet, si le Na®t séul est ajouté
aux ions divalents, une importante augmentation de la tension mécanique dé-
deloppée par les myofilaments est enregistrée, alors que cet "effet acti-
vateur" de 1'ion Na* est inhibé d&s lors que cet ion est accompagné d'un
autre cation monovalent, que ce soit le Lit, le Rb* ou le K+. Par contre,

si les ions Li* ou Rb* sont ajoutés, séparément et seuls, aux cations diva-
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lents, ils ne produisent aucune modification de 1l'amplitude de la tension
mécanique. Les ions K*, quant a eux; ajoutés seuls aux ions divalents, tout
comme les ions Na‘, se sont révélés de parfaits "activateurs" du mécanisme
contractile. Une tension de 4 Kg.cm™2 est enregistrée dans ces conditions
alors qu'elle n'est que de 1'ordre de 2 Kg.cm™2 en absence de Na' et de

K*. D'autre part, un effet "antagoniste" de ces deux cations monovalents
"activateurs" est relevé ; il suffit en effet d'accroitre la concentration
de K' en présence d'une quantité fixe de Na* pour voir la tension mécanique

diminuer d'amplitude.

_ Enfin, bien &videmment, intervient, au niveau de la contraction
des myofilaments, la concentration du milieu environnant en Ca*+, Mg+t et
ATP. C'est ainsi que le milieu permettant d'obtenir la meilleure activation
du mécanisme myofibrillaire renferme 1 mM de Ca*t, 7 mM de Mg** et 4 mM
d'ATP. Il est satisfaisant de constater que c'est par ailleurs, sensiblement
la composition du milieu qui permet la meilleure activité ATPasique

(chapitre II).
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[ - INTRODUCTION

_Dans le muscle au repos, la concentration de Ca** intracellulaire
est faible et est maintenue au-dessous d'un seuil permettant cet &tat de
repos du muscle. La concentration sarcoplasmique.est alors inférieure a
1077 M (voir entre autresla revue de GILLIS, 1977 ; celle de ENDO, 1977).
Toute &lévation de cette concentration sarcoplasmique de Ca** au-dessus
d'un certain seuil va permettre 1'activation du mécanisme myofibrillaire et
ainsi provoquer la contraction. Le Ca't, en effet, comme cela vient d'é&tre
montré (chapitres précédents), intervient directement au niveau du couplage
mécanochimique. Dés lors, deux questions se posent :

1) Par quel mécanisme est-il possible d'obtenir un accroissement
rapide de la concentration sarcoplasmique de Ca*' afin de provoquer la con-
traction d'une fibre musculaire ?

| .2) Comment ensuite la concentration en Ca** redevient-elle infé~

rieure au seuil d'activation du mécanisme myofibrillaire ?

De nombreuses revues. concernant le couplage excitatioﬂ-contrac—

tion et 1l'importance du Ca**, ont &té publiées, Citons celles de CSAPO (1959),
FRANK (1964), SANDOW (1965, 1970, 1973), REUBEN et coll. (1967), GAINER (1968),
“GILLIS (1975, 1977), COSTANTIX (1975), LUTTIGAU et GRITSCH (1976), EBASHI
(1976), ENDO (1977)... En fait, la dépolarisatibn de la membrane cellulaire

d un niveau seuil est généralement considérée comme le phénoméne initial

dans le couplage excitation-céntraction des fibres musculaires que ce soit
pour la grenouille (KUFFLER, 1946 ; KATZ, 1950, WATANABE, 1958 ; ...),

pour 1l'écrevisse (ORKAND, 1962 ; ZAChAR et ZACHAROVA, 1966 ; ...) ou pour

la balane (HOYLE et SMYTH, 1963 ; EDWARDS et coll., 1964). Cette dépolari-
sation wmembranaire peut €tre provoquée sur les fibres isolées de diverses
maniires, notanment soit par passage 3 travers la membrane d'un courant,

soit &galement par une &lévation de la concentration du milieu externe en

K%, La dépolarisation de la membrane de surface est conduite & 1'intérieur

de la fibre via des invaginations de cette membrane qui constituent le

systéme tubulaire transverse., Au niveau de ce dernier, chez la fibre muscu~
laire de crabe, se trouvent, non seulement en profondeur, mais &galement

trés proche de la membrane externe, des zones dites de "couplage" qui cons-
tituent des contacts diadiques voir triadiques en profondeur entre les
membranes de ce systéme tubulaire transverse et celles des citernes

terminales du reticulum sarcoplasmique (R.S.) (DELORME et coll,, 1978).
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. L'excitation de ce E.S.,.consécutive 3 la dépolarisationg Va -

permettre la libération du Ca**t contenu dans ces citernes. Ces derniéres
. . - e -~ k‘l ++1 d
constituent en fait des réservoirs oil se trouve stocké le Ca ors du
repos. L'augmentation rapide de la concentration en Ca** au contact des
myofibrilles, due 3 la libération du Ca** des citernes du R.S., va ainsi

permettre le développement du phénoméne mécanique. C'est le captage de cet

ion par le méme R.S. qui va entrafner la relaxation (SANDOW, 1965 ; EBASHI

‘et ENDO, 1968 ; ENDO, 1977). Cette libération et accumulation du Ca** par

des vésicules isolées de R.S. peuvent cependant &tre affectées par divers
facteurs, notamment anions et pH de la solution (SORENSON et DE MEIS, 1977).
Le mécanisme d'accumulation du Ca** par le R.S. est montré &tre essentiel-
lement un transport actif dépendant de 1'ATP (HASSELBACH, 1964, 1966 ;
EBASHI et ENDO, 1968). D'autre part, ENDO et KITAZAWA (1976) montrent que
1'ATP affecte également le processus de libération de Ca*t par le R.S.,
bien qu'a la fois la dépolarisation et la caféine peuvent induire la libé-
ration de Ca** en absence d'ATP, ce qui est distinct de 1'accumulation
active de Ca** par ce R.S. Toutefois, 1'étroite dépendance de la libération
de Ca*t induite par le Ca*t ("Catt-induced Ca++ release") et 1'ATP peut
suggérer que le mécanisme de libération peut avoir des relations avec un
mécanisme de pompe & Cat*. L'ion Ca't lui méme, est en effet, montré éfre
apte a induife la libération du Ca** par le R.S. de fibres pelées (FORD et
PODOLSKY, 1968, 1972 a et b). Cette libération induite par 1'ion Ca** lui-
méme est profondément affectée par le Mg*t libre (ENDO, 1975). Cette libé-
ration du Ca** peut venir du fait que la dépolarisation de surface, puis
celle du systéme T, provoque une faible entrée de Ca*t & 1'intérieur du
sarcoplasme, qui est trop faible, dans les conditions normales, pour acti-
ver elle-méme le systéme contractile mais qqi agirait sur le R.S. pour
induire la libération du Ca** des citernes :'Ca**-induced release of Ca*t”
(BIANCHI, 1968 ; ENDO et coll., 1970 ; MILLER, 1974 ; FABIATO et FABIATO,
1975 a et b). Cependant, un aﬁtre type de libérationlbeut étre envisagé, a

savoir que la dépolarisation du systéme T induit une modification du R.S.

. qui, augmentant la perméabilité au Ca'*, agit comme un "trigger" et aboutit

a la libération du Ca** : "depolarization induced release of Ca*t+"
(COSTANTIN et PODOLSKY, 1967 ; NAKAJIMA et ENDO, 1973 ; THORENS et ENDO,
1975). Ces derniers auteurs, travaillant sur la fibre musculaire de Xenopus,

trouvent que ces deux précurseurs de la libération de Ca** sont indépen-

-dants et que l'hypoth&se faisant de 1'ion Ca*t le premier médiateur du

systéme T au R.S. pour induire la libération de Ca** est moins
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vraisemblable. Précisons quevd'autres proqessds peuvent intervenir dans le
cadre de la libération du Ca** par le R.S., notamment par exemple sous
1l'effet du pH, de la caféine... (voir revue de ENDO, 1977). De plus, il est
nécessaire de préciser que ces processus de libération du Ca** par le R.S.
différent selon les préparations étudiées. C'est ainsi que FABIATO et
FABIATO (1977) concluent que, dans le muscle cardiaque de mammiféres, le
Ca** qui traverse la membrane durant le potentiel d'action peut initier la
libération du Ca** du R.S., alors que dans le muscle squelettique rapide,
cette libération peut &tre induite par la dépolarisation du tubule transver-
se 3 travers un processus qui ne nécessite pas le Cat*. Pour les autres types
de muscle, muscles lents squelettiques ou muscles lisses, il y aurait des
combinaisons de ces deux processus. En fait, 1'apposition des membranes
entre le tubule et la éiterne du R.S., au niveau de la fibre de crabe, for-
mant des diades ou des triades, constitue une.zone que nous avons appelée
"jonction de couplage" (DELORME et coll., 1978) qui est en fait un maillon
important dans le couplage excitation-contraction. En effet, une simple
modification, au niveau de cette "jonction", suffit 3 supprimer le phéno-
méne mécanique sans pour autant altérer le phénom@ne &lectrique qui est le
potentiel d'action. L'existence de "trabécules" 3 ce niveau pourrait faire
penser a une liaison directe. Cependant, sur d'autres préparations (fibres
musculaires de grenouille et de poissons), FRANZINI-ARMSTRONG (1975), en
utilisant la technique du cryodécapage, ne montre pas 1'existence de ca-
naux préformés entre ce R.S. et la lumire du tubule T et suggére de ce
fait que le couplage direct entre ces deux membranes durant 1'excitation
est peu probable. Cependant, la transmission du signal activateur au reti-
culum pourrait &tre assurée par des modifications de la position de molé-
cules sous l'effet de la dépolarisation, transmise au long des tubules, qui
contrdle dg ce fait la libération de Ca*t (voir GILLIS, 1977 ; ENDO, 1977).
Faisant suite i cette libdration du Ca** par les citernes du R.S., la con-
traction des myofilaments se produit, et le reldchement se manifeste grace
3 la reprise du Ca** par le R.S., 3 des endroits cependant différents des
citernes du R.S., sans toutefois oublier 1l'intervention des mitochondries.
Le Ca** ne se retrouve en fait au niveau des citernes que quelques instants
aprés. Toutefois, il semble que le R.S. ne puisse accumuler 3 vitesse suf-
fisamment grande tout le Ca** pour expliquer le reldchement rapide et il
peut €tre postulé de ce fait l'existence de mol&cules & haute affinité

pour le Ca*t qui dissocieraient le complexe Ca~IN.C et qui permettraient
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une reprise plus lente du Ca** par le R.S. (voir GILLIS, 1977 ; ENDO,
1977).

Ainsi donc, la dépolarisation memBranaire de surface qui est &
1'origine de la libération du Ca‘? constitue la l&re &tape du couplage
excitation-contraction qui est appelée par certains auteurs couplage élec-
trocalcique. Cependant, les relations entre activité &lectrique et activité
‘mécanique sont difficiles & entrevoir lors d'une dépolarisation bréve du
type potentiel d'action. Aussi, 1'Etude en est plus aisée lors de 1l'enre-
gistrement de contractures pour lesquelles il est possible d'avoir un
effet graduel de la dépolarisation comme le notait SANDOW dés 1965. Ces
dépolarisations sont consécutives, dans le cas de notre étude, & l'applica-
tion au niveau de la fibre de crabe, du milieu de référence enrichi en
ions K*. Dans de telles circonstances, aprés avoir vu l'influence importante,
aussi bien au niveau de l'activité ATPasique qu'au niveau direct des myofi-
laments, des cations divalents ou monovalents ainsi que des anions, il est
nécessaire de voir leurs effets au niveau d'une préparation intacte, ayant
conservé toute son organisation ultrastructurale, du sarcolemme au R.S.
Ainsi, il sera peut-8tre possible de faire la part de ce qui revient 2
1'action des ions au niveau membranaire, connaissant leur rdle respectif
au niveau du couplage mécanochimique qui constitue la 2éme phase du cou-
plage excitation-contraction. Auparavant, de méme qu'il &était nécessaire,
lors de 1'étude de 1l'activité ATPasique et de la contraction des myofila-
ments isolés, de maintenir parfaitement le pH des solution utilisées, il
importe dans le cas de 1'étude des contractures, de bien ajuster le pH
des diverses solutions employées & des valeurs stables. En effet, la par-
ticipation de la concentration en ions H* est bien connu dans le couplage
excitation~contraction (SANDOW, 1970 ; WADA et GOTO, 1975 ; ENDO, 1977 ;
... voir chapitre II) ; le processus de libération de Ca** du R.S. est,
en partjculier, dépendant du pH (NAKAMARU et SCHWARTZ, 1972). De méme, sur
la fibre de crabe, HUDDART (1971) indique que lors de contracture induite

. par la quinine, le lieu d'action des ions H* se trouve &tre les tubules

transverses et, la modification du pH peut entrainer une mobilisation

différente du Ca'tt,
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IT - TECHNIQUES

La fibre est prélevée, comme indiqué au chapitre I, et est pla-
cée dans une cuve tout comme pour 1'étude de la contraction des myofilaments
(Fig. 20). Cette fibre est amenée, comme précédemment, 3 sa longueur d'é-
quilibre 1lg puis est étirée de 25 p. 100 & partir de cette longueur. L'en-
registrement de la tension se fait & 20° C avec le m@me transducteur que
celui utilisé précédemment (chapitre III) et la force développée par ces
fibres est exprimée en Kg.cm™2,

Pour une bonne partie des résultats, concernant la contracture
et qui seront présentés dans ce chapitre, parallélement & l'enregistrement
du phénoméne mécanique, le phénoméne électrique est enregistré., Initiale-
ment, une microéiectrode remplie de KC1 3 M est implantée, sous contrdle
binoculaire, 34 1'aide d'un micromanipulateur Prior, dans la fibre et permet
1'enregistrement du potentiel de membrane de éette fibre par rapport A une
électrode indifférente impolarisable placée dans la solution physiologique.
Seules sont conservées les microélectrodes qui ont une impédance comprise
entre 5 et 10 Mo et un potentiel de pointe inférieur 3 4 mV. L'@lectrode
indifférente est constituée par un pont de KCl 3 M gélosé@ baignant donc
d'un c6té dans le liquide physiologique et -de l'autre dans un réservoir
de KC1 3 M relié 3 un changeur d'impédance par 1'intermédiaire d'un fil
d'argent chloruré. La borne d'entrée du changeur d'impé&dance est, quant 3
elle, reliée 3 la microélectrode, remplie de KCl, par un fil d'argent
chloruré. L'enregistrement du potentiel de membraﬁe et sa variation (dé&po-
larisation) consécutive & 1'application d'un milieu hyperpotassique se fait
sur 1l'une des voies de 1'enregistreur 3 plumes Allco, type EN 28, alors que

1l'enregistrement du phénoméne mécanique se fait sur 1'autre voie.

Les solutions sont rendues hyperpotassiques par apport convena-
ble de K2S04, la concentration en Cl1™ du milieu de référence est de ce
fait maintenue constante. Précisons de suite que ceci entraine bien évidem-—
ment un accroissement de la pression osmotique ; la concentration osmolaire
passe de 1163 mosm dans le milieu de référence & 1530 mosm lorsque la con-
centration en Kt est multipliée par 20. Toutefois cette faible augmentation
de pression osmotique n'entraine aucun effet sur la tension développée

puisqu'en conservant 1'isotonie par remplacement d'une partie du NaCl
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(245 mM) de la solution de référence par du KCl la m@me amplitude de
contracture est obtenue. Parallélemént, la force ionique du milieu est 1&-
gérement modifide de méme que 1'activité du Ca*t qui passe de 2,83.10-3 i
2,52.10'3 lorsque la concentration normale de K+, 12, 9 mM, passe & 258 mM
(20 fois [K*]e).

II1 - RESULTATS ET DISCUSSION

Les contractures enregistrées ici sont donc consécutives & 1'ap-
plication d'un milieu dépolarisant hyperpotassique. Cependant, ainsi que
cela sera constaté ultérieurement, lors de 1'étude des effets de milieux
anormaux, l'application de certains milieux de concentration normale en K*
est capable d'induire une contracture, notamment ceux dépourvus de Cl1~. Un
tel type de contracture a par ailleurs déja été décrit dans la littérature,
en particulier sur une fibre musculaire d'un crustacé, le homard, par
GAINER en 1968. Toutefois, le milieu hyperpotaésique comme milieu dépola-
risant est tré&s employé et de nombreux travaux font référence 3 de tels
types de contracture, et pour ne citer que ceux concernant les fibres mus-
culaires de crustacés, rappelons les travaux de ATWOOD, 1963 ; ZACHAR et
ZACHAROVA, 1966 ; REUBEN et coll., 1967 ; MATSUMURA, 1968). Selon la prépa-
ration étudiée, différents types de réponses, & 1'excés de Kt externe,
peuvent &tre enregistrés. Dans un cas, la tension mécanique développée est
maintenue sensiblement au méme niveau tant que la dépolarisation est main-
tenue. Il s'agit alors de fibres-dites "toniques'". Par contre, si consécu-
tivement 3 1'application de 1l'excé&s de K*, la tension mécanique se dévelop-
pe, passe par un maximum puis chute, bien que la dépolarisation soit main-
tenue, les fibres sont dites "phasiques". Ces deux types de réponses toni-
ques et phasiques ont par ailleurs été décrits, au niveau du muscle flé-
chisseur de crabe, par DORAI RAJ (1964) et ATWOOD et DORAI RAJ (1964).
Précisons, dés & présent, qu'en ce qui concerne notre &tude, les fibres sont
toujours prélevées dans la méme région proximale du méropodite de la patte
‘locomotrice et les enregistrements correspondent 3 des contractures de

type "phasique".

1 - Contractures de référence

La tension mécanique se développe consécutivement 3 1'application
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du milieu hyperpotassique. La figure 39 montre la relation liant 1'amplitude
de la contracture 3 la concentration du milieu extracellulaire en K*. L'al-
lure de la courbe est sigmoide et est, de ce fait, semblable 3 celle obtenue
sur la fibre musculaire d’écrevisse par ZACHAR et ZACHAROVA (1966), d'in-
secte par HOYLE (1961) ou encore de grenouille par HODGKIN et HOROWICZ

(1960 a). Le seuil d'activation du mécanisme confractile est atteint pour
une concentration en K¥ de 129 mM et 1'activation maximale survient lorsque
cette concentration de K* est de.258 mM. En effet, des concentrations supé-

rieures (jusque 30 fois la normale) ne provoquent aucune augmentation de la
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Tension mécanique maximale developpie.par des 4ibres muéqu@ai—
nes squelettiques Lsolées de crabe Lons de contractures, exprimée:
en Kg-em-3en fonction de La concentration extracellulaire en K+.

La concentration extracellulaire nonmale (en) en Lons est :
Ca** = 11,8 mM ; Mg*™ = 23,6 mM ; Nat = 515,6 mM ; Kt = 12,9 mM ;
CL~ = 596,7 mM ; CO3 H™ =2,6 mM. La variation de La concentration
en K* est obtente avec une modiiication simultande de La concentra-
Lion. en SO0,~~ (appornt de K,S0,).

Chaque point de La courbe neprnésente m+o (n = 9)

Courbe publize auxC. R. Acad. Sc., Parnis, 275, 1649-1652 par
BRULE et cofl. (1972).
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tension développée mais juste un maintien 3 la valeur maximale qui est en
moyenne de 2,70 Kg.cm™2 (rappelons que l'activité du Cat* pour ces diffé-

rentes solutions n'est quasiment pas modifiée:

Toutefois, il est extr@mement difficile d'obtenir deux contrac~

tures sur la méme fibre 3 moins de séparer les deux épreuves par un temps
trés long (de 1l'ordre d'une heure). En effet, comme 1'attestent les enregis-—

trements ci-aprés, si la deuxiéme contracture est produite aprés un laps de
temps plus court, son amplitude est nettement inférieure & la premiére et son
décours différent. Certaines contractures témoin, dans de rares cas, peuvent

. - * t
cependant avoir un décours plus rapide que la moyenne comme le montre 1'un des

deux exemples présentés.
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Exemple 1 : A. Contracture témoin (Kt = 258 mM)

B. Contracture aprés 20 minutes de retour em milieu de référence.
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Exemple 2 : A. Contracture témoin (K' = 258 mM)

B. Contracture aprés 35 minutes de retour en milieu de référence.

De ce fait une analyse statistiqﬁe des résultats # partir de
moyennes encadrées de leur &cart type a-t—elle été rendue nécessaire. La
tension moyenne correspondant a la contracture de référence (20 fois

K* e) est de 2,70 + 0,10 Kg.cm‘z, le maximum étant oBtenu aprés 3,9 + 0,3 s,
Quant a4 la phase de relaxation, sa durée est en moyenne de 20,6 + 2,1 s

(n = 10). L'extréme difficulté d'obtenir une deuxiéme contracture aprés un
temps relativement court (10 mn) peut, semble-t-il, s'expliquer si l'on
tient compte du retour extr@mement lent du potentiel de repos & sa valeur
de référence aprés la dépolarisation de la fibre par le milieu riche en K*

(MOUNIER, 1970 ; GOUBEL, 1973 ; nos résultats).

L'amplitude du phénoméne mécanique dépend de la concentration de
K* par 1'intermédiaire de la dépolarisation membranaire. Celle-ci, comme
1'indique la figure 40, varie linéairement avec le logarithme de la concen-
tration externe de K*. Cette courbe, tracée 3 partir des valeurs mesurées du
potentiel atteint lors de l'application du milieu enrichi de 10 @ 20 fois

(129 a 258 mM de K*), coincide avec celle tracée sur la méme préparation,
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par GOUBEL (1973) pour des valeurs comprises entre 12,9 et 129 mM de K*
(points évidés). La dépolarisation est donc d'autant plus importante que la
concentration externe de K* est elle-méme accrue, la pente de la droite

étant de 38 mV pour une variation de 10 fois la concentration externe.
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Figune 40

Evolution du potentief de membrane (MP) en valeur absolue, ex-
primé en mV, en fonction du Loganithme de La concentration extra-
cellulaine de K*, exprimée en mM.

Les points neprésentés (0) correspondent a ceux obtenus, sur
La méme préparation, par GOUBEL (1973). Les points (@) cornrespon-
dent a nos mesures. .

La concentration extracellulaire normale en Lons est :
Cat* = 11,8 mM ; Mg** = 23,6 mM ; Na* = 515,6 mM ; K+ = 12,9 mM ;
CL™ = 596,7 mM ; CO3H™ = 2,6 mM. La variation de La concentration
en K* est obtenue avec une modification simultante de La concentra-
Lion en S04~ (apport de KpS04]).

Chaque point de La cowrbe représente m to(n = 10).
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La relation entre le potentiel de membrane et 1'évolution de la
tension a été étudiée par HODGKIN et HOROWICZ (1960 a) sur des fibres iso-
lées de grenouille par changement rapide de la concentration externe en K%,
De méme, au niveau de notre préparation, la possibilité de tracer la courbe
relatant 1'évolution de la tension mécanique en fonction de la valeur du
potentiel de membrane (Fig. 41) permet de constater que l'activation du
mécanisme contractile survient pour une valeur de potentiel de membrane de
~ 30 mV et qu'elle est maximale dé&s 1l'instant oii la valeur de ce potentiel
atteint -~ 18 mV en moyenne. La relation a 1'allure générale d'une sigmoide.
Toutefois, le seuil de - 30 mV apparalt levé par rapport a ceux trouvés
sur d'autres préparations, notamment sur la fibre d'écrevisse oii ZACHAR et
ZACHAROVA (1966) donnént un seuil d'activation de - 55 mV, de méme valeur
que celui observé par HODGKIN et HOROWICZ (1960 a) sur la fibre de gre-
nouille. Ces variations pourraient &tre liées d la vitesse de la dépolari-
sation consécutive & l'application du milieu énrichi en ions K*. En effet,
la vitesse de la dépolarisation intervient sur le développement de la con-
tracture. C'est ainsi qu'un seuil de - 40 mV peut &tre atteint comme cela
sera montré ultérieurement : dans le cas ol la vitesse de la phase de dé-
polarisation est plus rapide (milieu TEA). De méme, sur le diaphragme de
rat, LﬁLLMAN et REIS (1967) montrent qu'un enrichissement progressif du
milieu extracellulaire en K*, permet d'atteindre la valeur du potentiel
de membrane correspondant, dans les conditions normales, & l'activation
maximale du mécanisme contractile sans pour autant déclencher la contrac-
ture. En ce qui concerne l'activation maximale, les valeurs de potentiel
trouvées sur la fibre d'écrevisse et sur la fibre de grenouille sont sen-
siblement voisines de celle trouvée sur notre préparation puisqu'elles
sont respectivement de - 20 et - 25 mV. Au niveau de notre préparation, du
fait du seuil d'activation élevé, le mécanisme contractile apparait s'acti-
ver et se développer pleinement dans une zone relativement restreinte de
potentiel. Le potentiel d'action (P A), cons@cutif 3 une dépolarisation
induite par 1'application d'un courant électrique, dans les conditions
~ normales, atteignant au maximum une valeur de potentiel de - 10 mV
(HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a), pourrait donc pérmettre , Sous certaines
conditions, une activation maximale ‘du mécanisme contractile. Cependant,
1'amplitude de la secousse résultante dépend en général de la durée du
phénoméne électrique que représente ce PA. De ce fait, 1'&tude des effets

~de la variation du potentiel de membrane sur le mécanisme contractile sem-
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ble plus aisée & aborder par 1l'intermédiaire de la contracture. Les condi-
de _référence . .
déterminées, la concentration en K* externe qui

tions de contracture” étant
sera utilisée pour la suite des expériences sera, le plus souvent, celle

qui permet 1l'activation maximale, soit 258 mM.

3
e
,,I
1"
™~
L 2
9 .
g .f
]
- §
1- /
?f
i
=
s
] e e . -
0O -67 -30 -20 -10
M P.mV

Figure 41

ReLation Liant La tension mécanique maximale de contracture (T),
au potentiel de membrane (MP), exprnimé en mV.

exprimée en Kg.cm-2,
Chaque point de La courbe neprnésente une valewr moyenne (m)

encadnée hornizontalement de £'écart-type comrespondant au potentiel
10) et verticalement de L'Ecarnt-type comrespondan-

= 9).

de membrane (n =
dant a La tension mécanique maximale (n
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De la méme fagon que pour 1l'étude de la contraction des myofila-
ments, sera abordée, au niveau de la fibre intacte, 1'importance de 1'en-
vironnement ionique ; ceci permettra, connaissant le r8le des ions sur les
myofilaments, de tenter d'interpréter les phénoménes se situant au niveau

membranaire.

2 - Effets de l'environnement en ions divalents

Au niveau des fibres musculaires d'invertébrés et en particulier
de crustacés, il existe un P A de nature essentiellement calcique. L'ana-
lyse des.courants membranaires permet en effet de montrer que la nature du
courant lors de l'activité est essentiellement calcique (HAGIWARA et NAKA,
1964 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a ; KEYNES et coll., 1973 ; HAGIWARA
et coll., 1974 ; HAUDECOEUR, 1975 ; BRULE et coll., 1977 a). L'entrée de.

Ca*t est cons@cutive 3 une augmentation de la conductance calcique de la

membrane sous l'influence de la dépolarisation membranaire. Cet accroisse-—
ment de conductance membranaire au Ca*t est une étape essentielle dans le
couplage excitation-contraction du muscle squelettique de crustacé
(GIRARDIER et coll., 1963 ; REUBEN et coll., 1967) alors que GAINER (1968)
montre, sur la fibre de homard, que la contracture potassique produit un
influx de Ca*t extracellulaire qui peut directement activer le mécanisme
contractile. De méme, cet influx de Ca** durant 1'activité est observé sur
la fibre de grenouille par BIANCHI et SHANES (1959), CURTIS (1966), et
confirmé par BEATY et STEFANI (1976 a et b). D'autre part, le maintien
préalable du muscle de homard, dans une solution saline pauvre en Ca**
(0,1 mM) €limine complétement la contracture produite normalement par
1'accroissement de la concentration en K* (GAINER, 1968). De méme, au ni-
veau du myocarde, la perfusion par un milieu sans Ca** provoque un décou-
plage excitation-contraction et, la durée de la perfusion par le milieu
dépourvu de Ca** a une importance déterminante sur la réponse myocardique
consécutive 3 la réintroduction de Ca** dans le milieu de perfusion
(PARADISSE et VISSCHER, 1975). Sur la fibre squelettique de grenouille,
CHIARANDINI et STEFANI (1973) montrent &galement Que le Mn**, connu pour
bloquer la perméabilité membranaire au Ca**, réduit la contracture potas—
sique. L'entrée de Ca** peut &tre associée 3 certains processus intermé-
diaires entre la dépolarisation membranaire et la contraction musculaire

(BIANCHI, 1961). De méme, sur la fibre musculaire d'écrevisse, ZACHAROVA
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et ZACHAR (1967) montrent que la tension de contracture potassique est
directement reliée & la concentration du Cat* externe. Une relation sig-
moide est décrite ﬁar CHAPMAN et TUNSTALL (1970) pour les trabécules auri-
culaires de grenouille. La concentration de Ca** externe influence direc—
tement la relation 1liant la tension a& la concentration du K+ extracellu-

laire, et, un accroissement de la concentration externe en Ca** provoque

un déplacement de la courbe dans le sens des dépolarisations. De mé€me, sur
la grenouille, CAPUTO et GIMENEi (1967) observent un seuil de contracture
pour une concentration de K* de 20 mM en absence de Ca** et de 35 mM en
présence de-1,8 mM de Ca'tt, LﬁTTGAU (1963) trouve le méme seuil en pré-
sence de 1,8 mM de Ca*t et un seuil de 75 mM de K* en présence de 5 mM de
Ca*+, De méme, ETZENSPENGER (1970) montre sur le couturier de greﬁouille
que 1l'enrichissement en Ca** provoque un déplacement similaire des cour-
bes reli;nt la tension 3 la concentration en K* du milieu. Cet auteur a
tracé 3 courbes correspondant 3 des concentrations de Ca*t de 0,53 1,8 ;
10 mM et, observe que la faible hyperpolarisation relevée pour les milieux
riches en Ca** ne peut expliquer cette variation de seuil. Cet auteur mon-
tre de méme que, pour une concentration en K* identique (40 mM), la tension
maximale de contracture dépend du Ca*t externe ; elle est reliée au loga-
rithme de cette concentration de Ca** par une courbe en cloche présentant

un optimum pour 0,5 mM de Cat*,

Bien que l'influence prépondérante du Ca*t soit ainsi mise en
évidence au niveau du développement du phénoméne mécaniqﬁe sur la fibre
intacte, il y a lieu également de tenir compte qu'un autre ion divalent,
en l'occurence le Mg*t, présent dans la solution physiologique normale,
peut intervenir. En effet, s'il est connu que la concentration externe de
Mg** n'influence pas le pdtentiel de repos des fibres musculaires de crus-
tacés (FATT et KATZ,41953 3 HAUDECOEUR, 1971), il n'en est pas de m€me en
ce qui concerne 1l'activité &lectrique. De fait, l'abaissement de la concen-
tration extracellulaire en Mg*t provoque une augmentation de la vitesse de
dépolarisation lors du potentiel d'action (HAUDECOEUR et coll., 1972 ;
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 b). Au niveau de la contracture potassique,
LﬁTTGAU (1963) montre qu'avec 1,8 mM de Catt et 60 mM de K+, par exemple,
la fibre développe une tension de 100 mg environ, mais, que 1'addition de
Mg** (4,2 mM) aux solutions (d'é@quilibre et de contracture) provoque une

chute de la tension. Cette chute peut étre comprise dans la mesure ol le
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" Mg** inhibe la conductance de la membrane au Ca**, Paralldlement, 1'addi-
tion de Mg** aboutit 3 une augmentation de la durée du plateau de contrac-—
ture. Pour cet auteur, le Mg** agirait selon une voie similaire au Ca*¥,
mais de fagon moins effective. De méme, KOVACS et O'DONNEL (1973),
O'DONNEL et KOVACS (1974) observent, sur le couturier de grenouille,
qu'aprés un prétraitement en solution riche en Mg**, la tension de
contracture potassique est diminuée alors que la relaxation de cette con-
tracture est significativement ralentie. Ces auteurs montrent de plus que
1'inhibition de la contraction du muscle dans un milieu enrichi en Mg++
est accompagnée d'une réduction de 1'&change de Ca** au repos dans un ou
plusieurs compartiments intracellulaires. Signalons toutefois que STEPHEN-
SON et PODOLSKY (1977 a) utilisant des fibres pelées, indiquent que la pri-
se active du Ca*t par le reticulum sarcoplasmique in situ est stimulée par
le Mg*+, ce qui en tout état de cause devrait conduire 3 une relaxation

plus rapide.

2.1, Influence des ions Mg*+

Pour &tudier les effets de ces ions au niveau de la fibre
musculaire squelettique de crabe, cette fibre est baignée pendant 10 mn
(temps permettant l'effet maximal) dans les milieux de concentration va-
riée en Mg**t avant d'@tre soumise 3 1'action du méme milieu mais enrichi
20 fois en K%+ Les figures 42 et 43montrent les effets de ces ions. La
figure 42 est relative aux milieux appauvris en Mg**. De fait, la tension
développée par la fibre est d'autant plus faible que la concentration en
Mg** est réduite, toutefois 1l'absence totale de Mg*t permet le développe-
ment d'une contracture non négligeable (1,85 Kg.cm=2). Si la réduction de
la concentration en Mg** du milieu externe entraine une chute de la ten-
sion de contracture, il en est de m€me en ce qui concerne un enrichisse-
ment extracellulaire en Mg** ainsi que 1'atteste la figure 43; 1l'apport
de Mg** est réalisé sous forme de sulfate dans le but de maintenir cons-

" tante la concentration en chlore. La tension de contracture est quasiment
annulée lorsque la concentration de Mg*t est multipliée par 4. L'activité
du Ca*t* pour l'ensemble de ces solutions ne varie quasiment pas (effet
éventuel de la force ionique). La tension est donc maximale pour un milieu

contenant le Mg** 3 sa concentration de référence soit 23,6 mM. Le Mgtt
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influence 1'entrée de Ca** et, de ce fait, les milfeux riches en Mg*+
provoquent une diminution de l'entrée de Ca** 'qui peut plaider en faveur

de la diminution de la tension enregistréé. Ainsi donc, 1'importance du
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Figure 42

Tension mécanique maximale développie par des fibres musculali-
nes squelettiques isokées de crabe Lorns de contractures provoquées
par Le K* en exces (258 mM), exprimée en Kg.em 2, en fonction de La
concentration extracellulainre en Mg*tt.

La concentration en Lions du miliéu dépolarisant est : Ca** = 11,8mM ;
Nat = 515,6 mM ; K* = 2586 mM ; CL~ = 596,7 mM ; CO3H™ = 2,6 mM ;
S0, = 122,55 mM et Mg** = 23,6 mM pour une concenthation extracel-
Lulaine nonmale (e n) en Mg** nepnésentée sur La courbe parn Le point
dont £'abscisse est 1. La néduction de La concentration en Mgt est
nealisée en soustrayant au milieu du Mg CL,. Le maintien de La con-
centration en CL™ est obtenu parn rapport convenable de chlorhydrate
de choline). La §ibre est au préalable prétraitée, pendant 10 minutes
dans chaque milieu test? mais non ewiichi en Ky SOy.

Chaque point de La courbe reprisente mio(n = §).
D'apres FALEMPIN (1972).
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Mg** est prépondérante au niveau membranaire et aboutit 3 une inhibition

de la conductance calcique. Cet effet inhibiteur du Mg**, maintenant bien
connu, a été signaié dés 1965-1966 par GUILBAULT et coll. (1965, 1966) et
GUILBAULT (1966) sur la fibre cardiaque.
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Figurie 43

Tension mécanique maximale développie par des §ibres musculai-
nes squeléttiques isolées de crabe Lons de contractures provoquées
par Le K* en exces (258 mM), exprnimée en Kg.am-2, en fonction de La
concentration extracellulaire en Mg*t.

La concentration en Lons du milieu dépolarnisant est :
Ca*t = 11,8 mM ; Nat = 515,6 mM ; K* = 2586 mM ; CL™ = 596,7 mM ;
COaH™ = 2,6 mM ; SO, = 122,55 mM et Mg** = 23,6 mM pour une concen-
tration extracellulaire nonmale (e n) en Mg** nepnésentée sur fa
cournbe par Le point dont L'abscisse est 1. L'appont de Mg** est
nealise sous fonme de SOy~ 7. La. fibre est au préalable prétraitie,
pendant 10 minutes, dans chaque milieu testé mais non ewtichi en
K,S0,.

Chaque point de La courbe neprésente mtgln = 8).
D'apnes FALEMPIN (1972).
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2.2, Influence des ions Ca**t

‘ Le rOle capital de ces ions a été mis en évidence par de
trés nombreux auteurs, citons pour les revues de question (SANDOW, 1965,
1970 ; FUCHS, 1974 ; EBASHI, 1976 ; GILLIS, 1977 ; ENDO, 1977). De méme,
en ce qui concerne la fibre de crabe, la figure 44 montre qu'une réduction
de la concentration en Ca** du milieu externe entrafne une diminution de
‘la tension. La réduction de la concentration en Ca** externe au 1/10 de
sa valeur normale entrafne la disparition complé&te du phénoméne mécanique.
L'entrée de Ca** réduite en milieu sans Ca** plaide en faveur de la dimi-
nution de tension mécanique enregistrée, Par contre, un accroissement de
la concentration externe en Ca** entralne, dans certaines limites, ainsi
que le montre la figure 45, une augmentation de la tension maximale de
contracture, De fait, la tension maximale est obtenue pour une concentra-
tion de Ca*t équivalente d 3 fois la concentration normale. Elle atteint
alors une valeur moyenne de 4,59 Kg.cm™2, Pour des accroissements plus
importants de la concentration en Ca**, la tension maximale de contrac-
ture diminue puis se stabilise pour des valeurs comprises entre 10 fois
et 15 fois la concentration normale de Cat*. Pour 1'étude de 1l'effet de
ces milieux, les fibres sont baignées pendant 10 minutes (temps permettant
d'obtenir 1'effet maximal) par le milieu de concentration modifiée en Cat*
avant d'8tre soumises i 1'action du milieu hyperpotassique de méme concen=
tration en Ca**, L'augmentation de la tension observée pour des milieux
moyennement enrichis en Ca'tt peuf 13 encore s'interpréter sur la base d'une
entrée accrue de Ca** au moment de la dépolarisation membranaire. Quant &
la chute observée pour des concentrations plus importantes, elle ne peut
tre expliquée par l'accroissement de la pression osmotique, voir de la
force ionique du milieu. De fait, l'apport de Ca** est réalisé sous forme
de propionate (sei entiérement dissocié) et la force ionique du milieu
n'est sensiblement pas modifide ; ainsi, 1'activité du Ca** dans ces so-
lutions varie linéairement avec la concentration de cet ion dans le milieu
externe. Toutefois, un accroissement de plus en plus important de la
teneur en Ca** du milieu externe pourrait provoquer une entrée trds im-
portante de Ca*t et, de ce fait, une plus forte libération de Ca** par le
reticulum sarcoplasmique. Cet influx de Ca** permettant une stimulation du
reticulum sarcoplasmique selon 1l'une ou 1'autre des deux modalités envi-

sagées 3 l'heure actuelle : couplage par dépolarisation du reticulum
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Figure 44

Tension mécanique maximale développée par des f§Lbres musculai-
nes squeleftiques isolées de crabe Lons de contractures provoquées
par Le K* en excds (258 mM), exprimie en Kg.cm™2, en fonction de La
concentration extracellulaire en Ca*t.

La concentration en Lons du milieu dépolarisant est :
Mg*t = 23,6 mM ; Na*t = 515,6 mM ; K* = 256 mM ; C&~ = 596,7 mM ;
COsH™ = 2,6 mM ; SO,7" = 122 55 mM et Cat* = 11 § mM pour une con-
centaatcon extracelfubaine nommale (e n) en Ccatt neprisentie sun
£La cournbe par Le point dont L'abscisse est 1. La néduction de La
concentration en Catt est néalise en soustrayant au milieu du CaCl,
(Le maintien de La concentration en CL™ est obtenu par apport con-
venable de chlorhydrate de choline). La §ibre est au préatable pre-
thaitée, pendant 10 minutes, dans chaque milieu testé mais non en-
richi en KzSOq

Chaque point de La courbe nep&ééente_m toln-= §).




120

sarcoplasmique ou couplage indirect (l'accroissement de Ca** au niveau

des citernes du reticulum sarcoplasmique induisant la libération du Ca**

réticulaire)., Dans ces conditions, une concentration interne en ca*t, au

-

contact des myofilaments, trop importante aboutirait 3 une inhibition de

Ve

T. Kg.cm-2
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1'activation du mécanisme myofibrillaire et de 1l'activité ATPasique. En
effet, 1'activation est maximale pour une concentration en Ca*t &gale 3
1 mM, au-deld est observée une réduction de 1l'activité ATPasique et de la

tension développée par les myofilaments (voir chapitre II et III).

2.3. Conclusion

Le développement de la tension maximale de la contracture
potassique est donc 1ié 3 la présence dans le milieu externe de Mg*t et
de Ca**. L'entrée de Cat* au moment de la dépolarisation membranaire est
régulée par la présence du Mg**, indépendemment des effets propres du Mg*t+
au niveau des protéines de structure. En augmentant la concentration
extracellulaire de Mg**, il en résulte une entrée moins importante de Ca**
et de ce fait une tension mécanique plus faible. Dés lors, si la concen-
tration de Ca** est accrue simultanément, et dans les memes proportions
que celle du Mg*t, dans le but de maintenir un rapport Ca**/Mg** constant,
l'entrée de Ca** devrait @tre identique et de ce fait, la tension mécani~-
que de contracture résultante maintenue & sa valeur de référence. De fait,
la figure 46 montre que si les concentrations en Catt et Mg*+ sont augmen-

tées simultanément, la tension mécanique reste constante. Ainsi, il est

F&g e 45

Tension mécanique maximale développée par des §ibres muwsculai-
nes Aqueﬁettiqueb 45088es de crabe Lons de contractunes provoquées
par Le Kt en exces (258 mM), exprimée en Kg.cm™2, en fonction de La
concentration extrhacellulaire en Catt. :

La concentration en Lons du m&ZLQu dépolarisant est :
Mg** = 23,6 wM ; Na+* = 515,6 mM ; = 258§ mM ; CL™ = 596,7 mM ;
COsH~ = 2,6 mM ; 80,7 = 122,55 mM et Catt = 11 & mM pour une con-
centration extracellulaine nonmaze (e n) en Cat+ neprésentie Aun
La courbe par Le point dont L'abscisse est 1. L'appornt de Catt est
nealise sous forme de CH3CHLCO00™. La 4ibre est au préalable pre-
thaitée, pendant 10 minutes, dans chaque milieu test?é, mais non en-
richi de K2$04

Chaque point de La counbe repnésente m*oln = 8).

Counbe publite aux C. R. Acad Sc., Panis, 275, 1649-1652 par
BRULE et coff. {1972).
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montré, au niveau de cette préparation, d'une hpart 1'existence d'une régu-
lation de 1'entrée de Ca** par le Mg** et d'autre part que les effets du
Mg** ne s'expliquent pas par l'hypothése selon laquelle il intervient comme
un Catt faible, L'entrée de €a*t, dépendante du Mg**, est Egalement sou-

mise aux effets d'autres ions, et notamment & ceux des ions Na*,
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Figure 46

Tension mécanique maximale développée par des §ibres musculai-
nes squelettiques isolées de crabe Lons de contractures provoquées
par Le K* en excés (258 mM), exprimée en Kg.cm~2, en fonction de La
concentration exthacellulaine en Ca** et Mg** (maintien du rapport
des concentrations de Ca*t et de Mg*™ a La valeur de néférence s0it
11,8/23,6 = 0,5).

La concentration en Lons du milieu dépolarnisant est :

K* = 256 mM ; Na* = 515,6 mM ; CL™ = 596,7 mM ; COsH™ = 2,6 mM ;
S0,~" = 122,55 mM et Ca*t* = 11,8 mM, Mg** =23,6 mM pour des concen-
trhations extracellulaines nonmales e n) nespectives en Ca*t et en
Mg*+* neprnésentées sun La courbe par Le point dont £'abscisse est 1.
L apport de Ca** est néalisé sous forme de CH3CH,CO0™,celul de Mg**
sous forme de SO, 7. La fibne est au préalable prétraitée pendant
10 ménutes, dans chaque milieu testé mais non ewrichi en KpSOy.

Chaque point de La courbe neprésente mfoln = 6).
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3 - Effets de 1'absence de Na'. Importance sur les tensions

mécaniques en milieu riche en Cat?

L'existence de 1l'antagonisme Ca*+-Nat a &té particulidrement
étudiée sur la structure cardiaque par NIEDERGERKE et LBTTGAU (1957),
LHTTGAU et NIEDERGERKE (1958). Mais d&s 1921, DALY et CLARK observent que
la suppression pgrtielle du chlorure de sodium externe provoque une augmen-
tation de la force contractile. LUTTGAU et NIEDERGERKE (1958) précisent la
relation de WILLBRANDT et KOLLER(1948) selon laquelle la tension est dépen-
dante du rapport [?a*ﬂ /[Na"”]2 de la solution environnante. Ainsi, 1'aug-
mentation de ce rapport réduit le niveau de dépolarisation nécessaire 3
1'obtention d'une tension donnée. D'autre part, au niveau du muscle atrial
de grenouille, HORACKOVA et VASSORT (1976) montrent que la composante to-
nique de 1'activité mécanique est régulée par 1l'échange Nat-Cattet sug-
gérent que plus de 2 ions Na' (probablement 4 ou plus) sont échangés pour
chaque Cat+, Parallélement, MILLER et MOISESCﬁ (1976) montrent que pour
des concentrations basses de Na', la tension dépend de la valeur absolue
des concentrations de Ca*t et de Nat externe et i un taux vraiment faible
de Na* (L& 0,2 mM) la force contractile apparalt ne dépendre que de la
[ba+4]e. Toutefoils pour des changements modérés des concentrations en Ca**
et Nat 1la force contractile est montrée 8tre corrélée au rapport
[0a++]e/ [Na+]32 (BENNINGER et coll., 1976 ; CHAPMAN et TUNSTALL, 1971).
L'antagonisme Na*-Ca** survient dans une région des fibres musculaires
trés accessible au milieu environnant 3 savoir la membrane cellulaire
(CHAPMAN et TUNSTALL, 1969). La force contractile est &galement montrée
dépendante, sous certaines conditions de la concentration intracellulaire
de Na® (VASSORT, 1972 ; CHAPMAN, 1974). Cette dernidre est elle-méme dé-
pendante de la concentration externe. C'est ainsi que ELLIS (1977) montre
sur les fibres de Purkinje qu'une réduction du Na* externe produit une
chute rapide et réversible de la concentration en Na‘ interne, comme celle
observée sur la fibre de crabe par VAUGHAN-JONES en 1976. D'autre part, au
niveau des muscles de crustacés, ASHLEY et coll, (1974) indiquent que le
systéme Na*-Ca** dépend du gradient de ces ions et que lorsque le Nat
externe est réduit, il existe une augmentation de 1'influx de Ca** en méme
temps qu'une diminution de 1'efflux. Cette diminution de 1'efflux de Cat+
et l'augmentation de 1'influx, consécutives 3 la réduction du Na‘t extra-

cellulaire, provoquant un accroissement du Ca** intracellulaire est par
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ailleurs connu (NIEDERGERKE, 1963 ; REUTER et SEITZ, 1968). Sur le muscle
rétracteur antérieur du byssus de moule, SUGCI et YAMAGUCHI (1976) montrent
cependant que les réponses électriques et mécaniques aux ions K* ne sont
pas modifiées m€me si tout le Nat externe est remplacé par la choline.
Toutefois, ceftaine préparation, telle que le ventricule de poisson rouge,
présente, aprés traitement en milieu sans Na*, une augmentation de 1'influx

de Ca*t et de la contracture, lorsque la concentration extracellulaire de

Nat passe de 0 a 14 mM, ce qui ne peut donc étre expliquée sur la base de

1'antagonisme Ca**-Na* (BUSSELEN et VAN KERKHOVE, 1975).

Au niveau de notre préparation, la concentration extracellulaire
en Na* est trés importante et c'est ainsi que la tension de contracture et
les seuils d'activation sont modifiés selon la présence ou 1l'absence dans
le milieu environnant d'ions Nat (remplacés par les ions choline). Une
partie des résultats exposés ci-aprés a fait,‘par ailleurs, l'objet d'une
publication (BRULE et coll., 1972).

3.1, Effet de 1'absence de Nat sur la relation

Tension = f [K*]g

. Le chlorure de Na* est remplacé par le chlorure de choline.

La fibre musculaire de crabe est baignée, pendant 10 minutes, par ce mi-
lieu dépourvu de Nat avant d'€tre soumise soudainement 3 l'action de ce
milieu enrichi en K*. Précisons toutefois que lors de l'application du
milieu sans Na*, il apparalt fréquemment une contracture trés lente et

plus durable que la contracture potassique. En fait, il se forme a des
endroits toujours différents selon les préparations une "boule blanche"

qui se propage le long de la fibre., Ce phénoméne transitoire ne semble
cependant pas résulter d'une 1ésion de la fibre en ce sens qu'elle répond
normalement par la suite d l'application du milieu enrichi en K* et que

d'autre part, elle présente 3 l'examen binoculaire un aspect parfaitement

- normal. Quoiqu'il en soit, le prétraitement des préparations musculaires

par un milieu sans Na' entrafne un déplacement du seuil d'activation du
mécanisme contractile dans le sens des hyperpolarisations ainsi que 1'at-
teste la figure 47. En effet, si la courbe reliant la tension mécanique

de contracture 3 la concentration extracellulaire de K* est toujours d'al-

‘lure sigmoide, elle se trouve déplacée dans le sens des hyperpolarisations
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membranaires. En absence de Na‘t, l'application d'un milieu renfermant trois
fois la concentration extracellulaire nortale en K* provoque 1'apparition
d'une contracture &gale a 0,22 Kg.cm=2 alors qu'en présence de Nat,

12 fois la concentration normale en K* sont requis pour déclencher une
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FLQu&e 47

Tension mécanique maximale développée par des fLbres musculali-
res squelettiques isolies de crabe Lons de contractuwres,exprimée en
Kg.cm-2, en fonction de La concentration extracellulaire en K*, en
Zbéence (a) (neste 2,6 mM sous gorme de COH-Na*) ou en présence (b)

e Nat.

La concentration extracellulaire normale (e n) en Lons est :
Ca*t = 11,8 mM ; Mg** = 23,6 mM ; Na*t = 515,6 mM ; K* = 12,9 mM ;
CL- = 596,7 mM ; COH™ = 2,6 mM. L'absence d'ions Na* (suppression
du NaCZ, counbe a) est compensée parn apport d'ions choline (Chlor-
hydrnate de choline = 513 mM) de fagcon a maintenin La concentration
exthacellulaire normale en CL™. La variation de La concentration en
K+ est obtenue avec une modification simultanée de La concentration
en S0,”" (apport de K,S0,). Pour Le miLieu dépourvu d'ions Na*, La
fibre est au préalable prétraitée, pendant 10 minutes, dans ce mi-
Lieu non enwrichi en K,S0,.

Chaque point des courbes représente m*gln = 9).

Counbe publige wx C. R. Acad. sc., Parnis, 275, 1649-1652 par
BRULE et coll. (1972).
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contracture d'égale amplitude (0,15 Kg.cm™2). De méme, si’1l'activation
maximale est atteinte en présence de Na¥ pour 20 fois la concentration
externe de K%, elle 1'est, en absence de Na+, dés que cette concentra-
tion extrécellulaire de K* a atteint 15 fois la valeur de ré&férence. La
méme tension maximale égale 3 2,8 Kg.cm™2 est albrs enregistrée., Au-deld,

la tension demeure stable.

Ce résultat peut surprendre dans la mesure ol en absence de Nat
au niveau des myofilaments, la tension mécanique qui peut 8tre développée
atteint environ 4 Kg.cm’z. En effet, 1'absence externe de Na* aboutit 3
une réduction du Na* intracellulaire comme le montre VAUGHAN-JONES (1976)
sur la meme préparation de fibre musculaire de crabe. Dans de telles con-

-

ditions{ la tension maximale, identique 3 celle obtenue en présence de
Na‘t, coﬂduit 3 penser que la concentration intracellulaire en Ca** au
contact‘des myofilaments est plus faible dans la mesure ol une méme con=-
»centration de Ca** aboutit au dé@veloppement d'une contraction des myofila-
ments beaucoup plus importante en absence qu'en présence de Nat (chapitre
III). D'autre part, la levée de l'antagonisme Ca**-Na* par la suppression
du Na‘t externe aboutit & une entrée plus importante de ca**, Cependant,

la concentration interne de Ca** dépend non seulement de 1l'entrée mais
également du Ca** 1ibéré par le R.S. ainsi que de la reprise de Ca*t
libéré. Dans ces conditions, la concentration interne, présumée plus fai-
ble, de Ca*t en absence de Na* peut résulter, ainsi que cela sera vu ulté-
rieurement, d'une réduction de la libération de Ca** par le R.S. comme
1'ont montré VASSORT (1973), BRULE et coll, (1977~b). Ainsi, en dépolari-
sant plus fortement la membrane (milieu enrichi 20 fois au lieu de 15 fois
en K¥), 1'entrée de Ca*t pourrait &tre plus importante et la tension de
contracture plus forte, Or, il se trouve que la tension reste identique
(Fige. 47). Toutefois dans ce cas, la concentration externe trés forte en
K* aboutit 3 un déplacement important de la valeur de la pile au K* (Ex)
vers les valeurs plus positives. En supposant comme valeur pour [K*]|j

120 mM (PROSSER et BROWN, 1962) 3 20° C, pour une concentration externe

en K* de 20 fois la normale, Eg est &gale d 19 mV alors que pour 15 fois;
la valeur de Eg n'est que de 12 uV. Dans de telles conditions une entrée
passive de K* plus importante avec 20 fois la concentration externe en K*
entrafnerait un accroissement de la concentration de K' au contact des

-

myofilaments qui conduit 3 une diminution de la tension mécanique (voir
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chapitre précédent). En absence de Na*, il y aurait donc un compromis
entre 1'augmentation de la concentration interne de Ca*t* qui tendrait 3
augmenter la tension mécanique et l'augmentation de celle en K* qui en
revanche tendrait 3 diminuer cette tension d'autant que HAJDU (1953) sur
le muscle cardiaque montre que l'accroissement de la teneur en ions K+ du
milieu intracellulaire conduit 3 une diminution de la force contractile.
Dans ces conditions, seule 1'augmentation en Ca** du milieu extracellu-
laire pourrait alors entralner le développement d'une tension plus

importénte.

3.2. Influence de 1'absence de Na* sur la concentration

- La concentration extracellulaire qui permet d'obtenir la
tension de contracture maximale en présence de Na' est &gale 3 3 fois la
normale, or, ainsi que le montre la figure 48, en absence de Nat, elle est
plus importante puisque égale 3 7 fois la normale. De mé€me, pour une con-
centration de Ca*+ égale 3 10 fois la normale, pour une méme force ionique,
une méme pression osmotique, la tension varie &normément selon qu'il y ait
ou non du Nat dans le milieu environnant (substitution de l'ion Nat par
1'ion choline) 3 savoir respectivement 1,24 Kg.cm~2 et 4,20 Kg.cm™2,
Ainsi, 1'hypothése selon laquelle en absence de Nat, la concentration in-
terne de Ca*t serait plus faible (activation moindre du mécanisme myofi—
brillaire) peut &@tre rapportée i 1'étude du potentiel d'action qui, en
absence de Na't, présente un overshoot durable (HAUDECOEUR, 1971 ; HAUDE=-
COEUR et GUILBAULT, 1972 a). En effet, de part la nature calcique de ce
potentiel d'action, 1'overshoot durable peut résulter d'un maintien de la
“"driving force", en milieu sans Na‘, aboutissant & un accroissement lent
et moindre du milieu interne en Ca** (inhibition de la libération de Ca**
par le R.S.). Cet accroissement moindre du milieu intracellulaire en Ca™+
est en effet compatible avec une libération moindre -du Ca** par le R.S.
du fait de 1'absence de Na* interne. Pour ce qui est de la tension maximale,
elle est donc obtenue en absence de Na' pour une concentration extracel-
lulaire en Ca** bien plus forte. Ainsi, la suppression du Na‘' externe,

abaissant la concentration interne en Nat (VAUGHAN JONES, 1976), aboutit
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Figure 48

Tension mécanique maximale développie par des §ibres musculai-
nes squelettiques Lsolées de crabe Lons de contractures provoquées
par Le K* en exces (258 mM), exprimée en Kg.em=2, en fonction de £a
concentration extracellulaine en Catt, en absence de Na* (reste 2,6 mM
sous forume de CO3H Nat). .

La concentrnation en Lons du miliéu dépolarnisant est :
Mg** = 23,6 mM ; choline* = 513 mM ; Nat = 2,6 mM ; K* = 258 mM ;
CL~ = 596,7 mM ; SO, = 122,55 wM ; CO3H- = 2,6 mM et Ca** = 17,8 mM
pour une concentration extracellulaire normale (e n) en Ca*t nepré-
sentée sun La courbe pan Le point dont L'abscisse est 1. L'apport
de Catt est néalise sous gorme de CH3CH,CO0~. La {ibre est au préa-
Lable prétraitée, pendant 10 minutes, dans chaque milieu test mais
non ewichi en K»S0,.

Chaque point de La courbe représente m to(n =§).

Courbe publiZe aux C. R. Acad. Sc., Parnis, 275, 1649-1657 par
BRULE et coll. (1972).




129

3 une réduction de la libération du Ca** par le R.S. (VASSORT, 1973 ;
HORACKOVA et VASSORT, 1974 ; BRULE et coll., 1977 b). Dans ces conditions,
une entrée de Ca++lbeauc0up plus forte est requise pour obtenir l'activa-
tion maximale ; entrée plus forte qui peut €tre 6btenue par l'accroissement
de la concentration extracellulaire qui conduit Z une augmentation de 1la

+*, A 1'inverse, en présence de Na*, l'entrée

"driving force" pour le Ca
de Ca*t et le Ca** 1ibéré par le R.S. interviennent directement au niveau
des myofilaments et, l'activation maximale résultant d'une concentration
interne en Ca*t plus importante est plus rapidement atteinte. D'autre

part, comme l'enrichissement en K* du milieu intracellulaire peut conduire
d une diminution de la contraction des myofilaments, et dans la meéure ol
en absence de Na' externe, avec une concentration en Ca** normale, le
maximum de tension (2.8 Kg.cm™2) est atteint pour un enrichissement moin-
dre en K* (15 fois la normale), il peut €tre attendu que ce milieu externe
moins riche en K* (15 fois) pulsse induire une contracture de tension maxi-
male (4,5 Kg.cm™2) pour une concentration en Ca** plus faible., La figure

49 montre, en effet, que la diminution de la "driving force" pour les ions
KY permet le développement d'une contracture d'amplitude maximale

(4,51 + 0,18 Kg.cm=2), pour un enrichissement en Ca** (3 fois la normale)
égal 3 celui obtenu en présence de Na‘ pour un milieu plus riche en K%

(20 fois la normale) (Fig. 45). En absence de Nat, pour une dépolarisation

moindre, l'activation maximale est ainsi obtenue pour une concentration

extracellulaire de Ca** plus faible.

D'autre part, il est maintenant bien coﬁnu que le TEA inhibe
entre autre la rectification membranaire lige aux mouvements des ions K*
(STANFIELD, 1970 ; KAO et STANFIELD, 1970 ; KEYNES et coll,, 1973 ;
VASSORT et MOUNIER, 1975 a). Aussi, un prétraitement de notre préparation,
par un milieu TEA, pourrait influencer le développement ultérieur de la
contracture potassique. De fait, un prétraitement de la fibre de 10 minu-
tes par 20 mM de TEA (temps d'action et concentration suffisantes pour
bloquer la rectification retardée (HAUDECOEUR et GUiLBAULT, 1974)), en
absence de Na*, provoque, lors de 1'application d'un milieu renfermant
20 fois la concentration normale en K*, une contracture légérement plus
importante (3,05 Kg.cm—2 contre 2,70 Kg.cm™2), De plus, comme le montre
la figure 50, la tension maximale (4,75 * 0,10 Kg.cm~2) dépendante de la

concentration extracellulaire de Cat*t est obtenue pour une concentration
P
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Tension mécanique maximale développie par des f§ibres musculaires
squelettiques L50L8es de crabe Lons de contractures provoquées par
Le K* en exces (193,5 mM), exprimée en Kg.em™2, en fonction de La con-
centration extrnacellulaire en Ca*t, en absence de Na* (neste 2,6 mM
sous forme de CO3H- Nat).

La concentrnation en Lons du milieu depoﬂanibant est :
Mg*t = 23,6 wM ; choline * = 513 md ; Na* = 2,6 mM ; K* = 193,5 mM ;
CL™ = 596,77 mM ; SOs~" = 90,3 mM ; CO3H = 2,6 mM et Ca** = 11,8 mM
pour une concentration extracellulaine nonmale (e n) en Ca*t neprésen-
tée sun La cournbe par Le point dont L'abscisse est 1. L'apport de
Ca** est néalise sous fomume de CH,CH,CO00™. La fibre est au préatable
prethaitie, pendant 10 minutes, dané chaque milieu teste mais non en-
nichi en KaS0y.

Chaque point de La courbe heprésente m tsln = §).

Counbe publite aux C. R. Acad, Sc., Paris,?75, 1649-1652 par
BRULE et coﬂﬂ (1972).
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T. Kg.cm-'z‘

x [Ca™*] en

Figuwie 50

Tension mécanique maximale développée par des f§ibres musculai-
res squelettiques Ls0lées de crhabe Lons de contractures provoquées
par Le Kt en excés (258 mM), exprimée en Kg.cm™2 en fonction de La
concentration extracellulairne en Catt, en absence de Nat (reste
2,6 mM sous forme de CO3H-Na*) et en présence de TEA' (20 mM).

La concentration en Lons du miliew dépolarisant est :
Mg** = 23,6 mM ; chofine * = 493 mM ; Nat = 2,6 MM ; K+ = 258 mM ;
TEA* = 20 mM ; CL~ = 596,7 wM ; SO, = 122,55 mM ; CO3H™ = 2,6 mM
et Cat* = 11,8 mM pour une concentration extracellulaire normale
(e n) en Ca++ nepriésentée sur La cournbe par Le point dont £'abscisse
est 1. L'appornt de Ca++ est néalise sous foume de CHCHLCO00™. La
fibre est au préalable prétraitée, pendant 10 minutes, dans chaque
- milieu tests mais non emichi en KpS0y.

Chaque point de La cournbe repnisente mt oln = §).

Counbe pubZLée!auxC. R. Acad. Sc., Panis, 275, 1649-1652 par
BRULE et cotl. (1972).
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de Ca** seulement égale 3 3 fois la concentration normale. L3 encore, la

courbe est similaire a4 celle de la figure 48, mais décalée vers l'origine.

3.3. Conclusion

L'activation maximale obtenue en présence de Na* pour un
milieu renfermant 3 fois la concentration normale de Ca** lors d'une dépo-
larisation Produite par un milieu contenant 20 fois la concentration nor-
male de K*, 1'est également pour les mémes concentrations en K* et Ca'**,
en absence de Na* 3 la condition que 1'action du milieu dépolarisant soit
précédée d'un prétraitement par le TEA. Sous 1l'influence du TEA, 1'entrée
moindre;dé K* conduirait & un enrichissement plus faible en K* et permet-
trait ainsi une meilleure activation du mécanisme contractile (HAJDU, 1953
nos résultats chapitres II et III). Cette hypoth&se concernant l'effet du
TEA ne peut €tre expliquée que par l'inhibition, dans les conditions nor-
males d'un courant sortant dynamique de nature potassique activé lors de
dépolarisations produites par un excés de K*, De ce fait, une étude complé-
mentaire concernant les effets du TEA devait donc €tre entreprise, Comme
nous allons maintenant le voir, les effets du TEA sur la fibre de grenouil-
le (BENOIT, 1975) et sur la fibre de crabé sont opposés (BRULE et coll.,
1976), en ce qui concerne d'une part le développement de la dépolarisation
membranaire (amplitude et vitesse) et d'autre part le développement de la
contracture déclenchée par l'accroissement soudain de la concentration

extracellulaire en K*.

A la suite de cés premiers résultats concernant les contractures
potassiques, plusieurs problémes se posent auxquels une'tentative de ré-
ponse se devait d'€tre apportée : le premier concerne la nature ionique du
courant sortant compte~tenu des effets opposés du TEA sur la fibre de
grenouille et sur celle de crabe ; le 2éme concerne les effets de la mo-
dification extracellulaire du C17. ; le 3&me concerne la libération de
ca*t par le R.S. et enfin le 4&éme concerne l'analyse des composantes de la

contracture.
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4 - Effets du TEA et de la variation de la concentration de Cl1~

sur la contracture potassique et la dépolarisation

Des variations de conductance de la membrane, fonction du poten-
tiel et du temps, correspondent aux phénoménes de rectification membra-
naire. Le phénoméne de double rectification membranaire ainsi que la
nature potassique de la rectification retardée, abolie par le TEA, sur la
fibre musculaire de grenouille a été mis en évidence par de nombreux au-
.teurs (KATZ et LOU, 1947 ; KAO et STANFIELD, 1970) . Cette rectification
retardée se trouve, de mé€me, abolie par le TEA tant sur les fibres sque-
lettiques de grenouille que sur celles de crustacés (STANFIELD, 1970 ;
KEYNES et coll., 1973 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 ; MOUNIER et VASSORT,
1975 a et b). De plus, dans des conditions de potentiel imposé, MOUNIER et
VASSORT (1975 b) utilisant la technique du double pont de saccharose, sur
des fibres isolées (de petit diamétre) de crabe présentant une réponse
graduée, montrent que le courant retardé est essentiellement porté par
les ions K. Cependant, sur les fibres de large diamétre qui présentent
une réponse par tout ou rien 3 laquelle est associée une rectification
anormale (courant de membrane plus important pour l'hyperpolarisation que
pour la dépolarisation pour une m@me variation absolue du potentiel de
membrane par rapport au potentiel de repos), comme 1l'observent ATWOOD et
coll, (1965), 1'abolition de la rectification retardée se produit en
absence de Cl™ extracellulaire (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 ; BRULE et
coll,, 1976 ; HAUDECOEUR et coll;, 1977)’1e Cl™ extracellulaire &tait
remplacé par du méthylsulfate on du propionate. Dans de telles conditions,
cette rectification sous la dépendance du Cl~ pourrait €tre de nature
potassique. Toutefois, HAUDECOEUR et GUILBAULT (1974), BRULE et coll,
(1976) montrent. que ce phénoméne de rectification retardée persiste en
milieu ne contenant que du chlorure de choline (le pH étant malntenu 3 sa
valeur de référence par addition de 2,6 mM de NaHCO3). Le probléme dés lors
posé consiste donc & savoir si la rectification retardée, sur les fibres
présentant une réponse par tout ou rien, est due 3 une variation de la
conductance au Cl1™, ou a une variation de la conductance au K'Y dépendant
de la concentration en C17, ou aux deux. Afin d'essayer de répondre 3
. cette question, une étude comparative, concernant les effets du TEA et de
la diminution du Cl1” externe sur 1'é@volution du potentiel de membrane et
de la contracture potassique, a &td entreprise sur la fibre musculaire de

“grenouille et sur celle de crabe.




134

4,1, Effet du TEA sur le couturier de grenouille

Cette partie expérimentale est réalisée sur le couturier
"de grenouille., Le muscle, aprés dissection, est dans un premier temps,
stabilisé pendant 20 minutes dans le milieu de référence. Il est ensuite
pendant 20 minutes en contact avec ce milieu de référence additionné de
58 mM de TEA avant qué ne soit enregistrée la contracture produite par
1'excés de K' extracellulaire. Dans ces conditions, afin de maintenir la
concentration extracellulaire en Cl- constante et la pression osmotique,
le KCl en excés remplace en partie convenable le NaCl., La réversibilité
n'est également &tudiée qu'aprés une période de 20 minutes pendant la-
quelle le nuscle est continuellement lavé par la solution de référence.
Dans de telles conditions, la figure 51 révéle que la vitesse et la ten-
sion mécanique maximale de la contracture développée lors d'un apport de
K*, sont réversiblement diminuées par le TEA. Une telle concentration de
TEA (58 mM) bloque & plus de 85 p. 100 la rectification retardée
(STANFIELD, 1970). De ce fait, cette diminution de contracture potassique
résulte probablement d'une dépolarisation moindre. Aussi, de fagon & le
vérifier, le potentiel de membrane est recueilli par microélectrode et
est mémorisé sur 1l'autre voie de l'enregistreur Allcoscript par l'inter-
médiaire d'un changeur d'imp&dance. De manidre 3 suivre correctement 1'é-
volution du P M sans artéfact lors de la contracture, le milieu contrac-
turant et la solution de référence sont additionnés de saccharose (290 mM)
(ADRIAN et coll,, 1970). Dans de telles conditions, la figure 52 montre
que la diminution de 1l'amplitude de la contracture résulte bien d'une di-
minution réversible de la vitesse et du maximum de dépolarisation consé-
cutive 3 l'enrichissement du milieu extracellulaire en K*, Si, au dé&but
de la dépolarisation, le PM atteint une valeur de - 30 mV en 55 secondes
en conditions de référence (absence de TEA) et lors de la réversibilité du
phénoméne, ce potentiel n'est atteint, en présence de TEA, qu'aprés un
temps beaucoup plus long, 3 savoir, de 1l'ordre de 100 secondes. De méme,
le niveau maximal de potentiel atteint lors de la dépolarisation, de
1'ordre de = 20 mV, n'est jamais atteint en préseﬁce de TEA puisque, dans

ces conditions, le potentiel maximum atteint est de - 30 aV.

Les effets du TEA sont identiques 3 l'action . de la 4 aminopyrine sur la

méme préparation (BENOIT, 1975)., La 4 aminopyrine est connue pour bloquer,
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® K* 102.5 mM + TEA 58 mM
® K 102.5mM , © K" 102.5 mM

Figune 51

Effets du TEA (58 mM), a concentration extracellulaire en CL-
nonmale, sur La contracture potassique du muscle coutwriien de gre-
nowille, preduite parn un accroissement soudain de La concentration
extracellulaire de K+ (de 2,5 a 102,5 mM) dans des conditions d'iso-
tonie. :

La concentration en {ons du milieu de heférence choline est :
Catt = 1,86 mM ; K+ = 2,5 mM ; Nat = 102,4 mM ; choline * =58 mM ;
CL- = 124,17 mM ; SO,—~ = 20 wM ; CO3H™ = 2,4 mM. L'accroissement de
La concentration en K+ est néalisée en remplacant mM a mM une partie
des Lons Nat de La solution de néférence choline parn des ions K.
Pourn La solution contenant Le TEA (b), &'apport de TEA est néalisé
en aemnggant Les Lons choline® - de La solution de néférence par Les
Lons TEA™,

La trhace du haut donne La calibration en temps (1 top toutes Les
secondes avec absence de trace a La dixiéme seconde).

La trhace du bas donne :{a)- La contracture potassique de néfé-
rence ; (b) - La contracture potassique apnes 20 minutes d'action du
TEA ; [c) - La neversdibilité de La contractuwre apres 20 minutes de
netoun aux conditions initiales de négérence choline.

d plus faible concentration, sur la fibre nerveuse (PELHATE et PICHON,
1974 ; MEVES et PICHON, 1975) et sur la fibre squelettique de grenouille
(GILLESPIE et HUTTER, 1975), la rectification retardée de nature potassi-
que. Ces résultats montrent donc que, sur la fibre de grenouille, la

diminution de l'amplitude et de la vitesse d'établissement de la
contracture, en présence de TEA, est sous la dépendance d'une diminution

du courant dynamique de K* passant par le canal de rectification retardée
(STANFIELD, 1970 ; KAO et STANFIELﬁ, 1970 ; VOLLE et coll,, 1972). Ainsi,
le courant de fuite porté pour une large part par les ions Cl~ freinerait
donc beaucoup plus en présence de TEA la vitesse de dépolarisation et

diminuerait son amplitude.
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Figure 52

Effets du TEA (58 mM), a concentration extracellulaire en CL™
normale, sur La dépolarisation membranaine de La f§ibre musculaire du
coutwiern de grenouille, produite par un accroissement soudain de La
concentration extracellulaine de Kt (de 2,5 a 102,5 mM) dans des con-
ditions d'hypertonie.

La concent&at&on du milieu de neﬁe&ence hgpentonLque est :
Catt = 1,8 mM ; = 2,5mM ; Nat = 102,4 mM ; choline* = 58 mM ;
o A 124 1 mM 304'" 20 mM ; CO3H = 2 4 mM ; sucrose = 290 .
L'QQCKOLAAQMQHI de La concentnatLon en K* eAt aeaﬂ&ae en remplagant
mM & m\M une partie des Lons Na* de La solution de néférnence hyperto-
nique par des <ons K*. Pour La solution contenant Le TEA (b), £'ap-
port de TEA est rnéalisé en nemplacant Les Lons chol&ne de La s0lu-
tion de néfénence hypertonique par Les ions TEAT.

Pour chaque épreuve (a),(b)ou (c) : La trace du haut montre £'a-
bolition de La contracture potassique ; La thace centrale donne La
calibration en temps (1 top toutes Les secondes avec absence de trhace
a La dixieme seconde) ; La zrace du bas montre L'évoLution de La dé-
polarisation membnanao&e :(a) en conditions de néférence hypertonique ;
(b) - apres 20 minutes d'action du TEA ; (e) - apres 20 minutes de
netour aux conditions initiales de néférence hypertonique (r2versibi-
Lite). Les fLeches indiquent Le niveau de potentiel conneépondant a
-30 mV. La seconde §Leche (suwr chaque trhacé) p&ec&be également L'ins-
tant ot La concentration extracellulaire en Kt est soudainement aug-
mentee.
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4,2, Effets du TEA sur la fibfe musculaire de crabe 3

concentration extracellulaire en Cl~ normale

Sur cette fibre, si le TEA agit de la méme maniére sur le
courant dynamique de nature potassique, des résultats similaires 3 ceux
obtenus sur la grenouille doivent &tre attendus. Pour ces préparations,
les fibres isolées, avant d'@tre soumises 3 1'action du milieu riche en
K*, avec ou sans TEA (58 ou O mM), sont stabilisées dans le milieu cor-
respondant, de concentration extracellulaire en K' normale, pendant 20
minutes. Les milieux riches en K* sont 13 encore obtenus par le remplace-
ment mM & mM du NaCl par le KCl. Toutefois, au niveau de cette préparation,
la réversibilité de la contracture &tant difficilement observable ou
aprés un laps de temps trés long ainsi que cela a déja été précisé, il a
été procédé a une étude statistique. La figure 53 donne deux exemples
d'enregistrements de la contracture et du potentiel de membrane en absenée
ou en présence de TEA. A l'inverse de son effet sur la fibre musculaire de
grenouille, le TEA (58 mM) provoque un accroissement de 1'amplitude tant
de la dépolarisation que de la contracture. En effet, l'étude statistique
montre que la tension moyenne de contracture enregistrée en absence de TEA
est de 2,78 + 0,15 Kg.cm™2 (n = 6) alors qu'elle se trouve 8tre égale a
4,52 + 0,10 Kg.cm"2 en présence de 58 mM de TEA (n = 6). Cependant, il est
bien connu que sur les fibres musculaires de crustacés, le courant entrant
est porté pour une large part par les ions Ca*t (FATT et GINSBORG, 1958 ;
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a ; MOUNIER, 1975 ; HAUDECOEUR, 1975 ;

HENCEK et ZACHAR, 1977). Ce courant entrant calcique pourrait €tre plus
ample ou mieux démasqué sous l'effet de TEA et expliquer 1'accroissement

de la dépolarisation et de la contracture, d'autant que MOUNIER et VASSORT
(1975 a et b) montrent que le courant ca** s'active simultanément avec un
courant sortant de K*, de cinétique &quivalente, inhibé par le TEA. Aussi,
1'expérience a-t-elle &été reprise en inhibant le courant entrant par le
Mn** (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a). Egalement, sur la fibre musculaire
de grenouille, CHIARANDINI et STEFANI (1973) montrent que le Mn**, bloquant
la conductance membranaire au Ca*t, réduit la contracture potassique ; cet-
te méme contracture potassique peut par ailleurs gtre supprimée par le
Mn*t (SAKAI et coll., 1974). Ces derniers auteurs considérent que le Mn**
agit au niveau du tubule transverse pour inhiber 1'influx de Cat*t mai; ne

semble pas affecter directement le reticulum sarcoplasmique. Sur le muscle
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® K 258 mM + TEA 58 mM :

cardiaque, CHAPMAN et OCHI (1972) montrent que le Mntt réduit la vitesse

de la contracture développée par un milieu contenant du KCl en excés,
tandis que l'amplitude de cette contracture est relativement insensible au
Mn**, Cependant, sur les préparations isolées de trabEcules auriculaires

de grenouille, CHAPMAN.et ELLIS (1977 a) montrent que la relation liant la
tension mécanique de contracture a la dépolarisation ne se trouve déplacée
que vers des concentrations en K* plus élevées, donc vers des valeurs moins
négatives de potentiel. Ils observent de plus, dans les cellules ventricu-

** qui est augmentée

laires de grenouille, l'accumulation de cet ion Mn
sous l'influence de la stimulation électrique et 1l'application du milieu
dépolarisant (CHAPMAN et ELLIS, 1977 b). Précisons enfin que DEITMER
(1977), sur les fibres musculaires de larves d'insectes, suggére que
1'ion Mn**, non seulement réduit le courant eatrant calcique, mais aussi
le courant sortant présumé &tre transporté par les ions K*. Dans de telles
conditions, la présence de Mn** au niveau de notre préparation doit con-

duire 3 une absence d'entréde de Ca**.
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Figung 53

Effets du TEA (58 mM), a concentration extracellulaire en CL~
nommale, sun La contracturne potassique et La dépolarisation membra-
naine de La gibre musculaire squelettique is0lée de crabe, produites
par un accroissement soudain de La concentration extracellulaine de
K* (de 12,9 a 258 mM) dans des conditions d'isotonie.

44 La concentration en ions du milieu de nééénence+choﬂine est :

Ca " = 11,8 mM ; Mg*t = 23,6 mM ; Na* = 515,6 mM ; K = 12,9 mM ;
choline* = 56 mM ; CL~ = 654,7 mM ; COsH™ = 2,6 mM. L'accroissement
de £a concentration en K est néalisé en nemplagant mM & mM une pasr-
tie des Lons Na* du milieu de néférence choline par des Lons K*. Pour
La solution contenant Le TEA (b), £'apport de TEA est nBalisé en rem-
placant Les éoné chotine” de fa sofution de néférence choline par
Les Lons TEA™. A

Pour chaque épreuve (a) et (b) : La trace du haut montre L'en-
registrement de La contrhacture potassique ; La trace centrale donne
La calibration en temps (1 fop toutes Les secondes avec absence de
trhace a La dixieme seconde) ; La trhace du bas montre L'évolution de
La depolarisation membranaire.

Les ennegistrhements sont obtenus sun deux §ibres différentes :
(a) ~apres 20 minutes d'action du milieu de néference choline (sans
TEA) ; (b) - aprnds 20 minutes d'action du TEA (58mM).

+

Les fibres sont alors prétraitées pendant 30 minutes en milieu
de référence contenant du Mn** 3 1la concentration de 10 mM (un résultat
identique‘est obtenu avec 20 mM), L'effet maximum du Mn** sur la fibre de
crabe est obtenu dans un temps compris entre 20 et 30 minutes (HAUDECOEUR,
et GUILBAULT, 1972 ; HAUDECOEUR, 1975). En présence du tampon bicarbonate,
1'addition de Mn** au liquide de référence (eau de mer artificielle) ne
conduit pas, comme dans le cas de la solution de Ringer, 3 la formation
d'un précipité, La valeur du pH est maintenue, D&s lors, le TEA (58 mM)
ainsi que le montre la figure 54, accroit réversiblement, d 1'inverse de
ses effets sur la fibre de grenouille, 1'amplitude et la vitesse de dépo-
larisation déclenchée par l'ekcés de K* extracellulaire. Les résultats
présentés sur cette figure 54 correspondent 3 ceux obtenus pour une fibre
- musculaire et sont similaires d ceux obtenus pour d'autres fibres dans les
mémes conditions. En fait, comme le montre la figure 54, le développement
d'une faible contracture en présence de TEA ne géne en rien l'analyse de
la dépolarisation dans la mesure oii, aprés son effet, une petite contrac-

ture de méme amplitude est encore observée em milieu riche en K* (réver-

-sibilite).
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Ce résultat, concernant l'effet inverse du TEA observé sur la
fibre de crabe, améne a poser 1l'hypothése selon laquelle le TEA inhiberait
un courant sortant porté par des ions autres que les ions K* (C1™ éven-
tuellement) passant par le canal de rectification retardée. Cette hypo-
thése conduit donc 3 réaliser le méme type d'expérience décrit ci-dessus
mais en milieu extracellulaire appauvri en C1~, De fait, si le courant
passant par le canal de rectification est porté par les ions Cl™, il peut
€tre attendu une variation de l'amplitude de la dépolarisation en présence
ou en absence de TEA en milieu pauvre en Cl™ par rapport 3 celle observée

en milieu de[él;]e normale.
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Figure 54

Effets du TEA (58 mM), & concentration extracellulaire en CL
nonmale, en présence de Mn’* (10 mM) sun La dépolarisation membra-
naine d'une fibre musculaire squelettique £s0Lée de crabe, produite
parn un accroissement soudain de La concentration extracellulainre de
K* (de 12,9 a 258 mM) dans des conditions d'isotonie.

La concentration en ions du milieu de 1é{érence choline, Mn**
est : Cat* = 11,8 mM ; Mg*t = 23,6 wM ; Na* = 515,6 mM ; K* = 12,9
mM ; cholinet = 58 mM ; Mnt* = 10 mM ; CL- = 674,7 mM ; COgH- =
2,6 mM. L'accroissement de La concentration en K* est néalisé en
rnemplacant mM a mM une partie des Lons Na* du milieu de rnéférence
choline, Mn** par des Lons K*. Pour La solution contenant Le TEA
(b), £'apport de TEA est rnéalisé en nemplacant Les Lons choline*
de La solution de néfénence choline, Mn*+ parn Les ions TEA*,

Pour chaque Epreuve (a), (b) ou (c) : La trace du haut montre
Llabolition (ou La fonte diminution) de La contracture potassique ;
La trace centrale donne La calibration en temps (1 top foutes Les
secondes avec absence de trace a La dixi¥me seconde) ; La thace du
bas montre £'évolution de La dépolarisation membranaire : (a) - en
conditions de rnéférence choline , Mn™* aprnes 30 minutes d'action du
miliew ; (b) - apr2s 20 minutes d'action du TEA en présence de Mn*t ;
(c) - apres 20 minutes de retour aux conditions Linitiales de néfe-
nence (a) (neversibilité). Les §Rleches indiquent Le wniveau de poten-
tiel conrespondant & -20 mV. La seconde fLeche (sun chaque tracd) pré-
eise egalement L'instant ol La concentration extracellulaire en K est
soudainement augmentée.

4.3, Effets du TEA sug_la fibre musculaire de crabe 3

concentration_extracellulaire en Cl_ réduite

Dans les solutions, ot le Cl™ est remplacé par du méthyl-
sulfate ou du propionate, la résistance membranaire est accrue (MOUNIER et
GUILBAULT, 1970 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 ; HAUDECOEUR, 1975 ; BRULE
et coll., 1976). De méme, la pente de la relation qui lie le potentiel

de membrane au logarithme de la [K*]e, dans les conditions d'tat stable,

est plus importante en milieu pauvre en Cl™ qu'en milieu normal (MOUNIER,
1970 ; GOUBEL, 1973). En effet, la variation du potentiel de membrane est
seulement de 32 mV lorsque la concentration extracellulaire de K* passe
de 12,9 mM & 129 mM en présence d'une concentration de Cl~ normale

(594 mM) alors qu'elle est de 47 mV en présence de 62,5 mM de C1™ seulement.

En ce qui concerne les expériences qui vont €tre décrites
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ci-dessous, la concentration extracgllulaire de Cl1~ sera amenée 3 une
valeur de 78 mM (correspondant & 58 mM de chlorure de choline ou de TEA
et 10 mM de MnCly). Ainsi, aprés_avoir &quilibré la fibre musculaire de

crabe dans une telle solution pauvre en C1™, pendant 20 minutes, la

figure 55 montre que le potentiel de membrane atteint la valeur de - 20 mV

10s: 1 N .
0
Y
>
E -
-70 — 1 ‘

kt 120 mu + Mntt 10 mM

®

mV

~-70

® K" 258 mM + Mn" " 10 mM

avéc seulement 129 mM de KV (lb fois [k;]e). Cette vaieur de potentiel est

équivalente & celle atteinte en présence de Cl~ d la concentration normale
- mais pour un enrichissement double du Kt extracellulaire (258 mM). Avec un

tel enrichissement en K%, 20 fois [k¥]e normale, en milieu pauvre en Cl17,

la figure 55 montre un accroissement de la vitesse et de l'amplitude de

la &épolarisation, le potentiel de membrane atteint la valeur de - 5 mV,

La présence de Cl” externe semble donc réduire la dépolarisation provoquée
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par 1'excés de K*. D&s lors, il importait de connaftre 1l'effet du TEA
(58 mM), en milieu pauvre en Cl1~ (78 mM),‘sur la dépolarisation membra-
naire, pour des concentrations externes de Kt différentes. Avec 258 mM
de k* externe, la figuré 56 montre que le TEA ne modifie que tr&s peu la

vitesse et l'amplitude de la dépolarisation. De plus, la présence de

Figuie 55
Eﬁﬁetb a 5a&b£e concentration extracellulaine en CL~ (78 mM),
en présence de Mn** (10 mM) de L' aaanAAéement soudain de La con-

centhation extrhacellulaire de K* (de 12,9 a 129 mM, (a) ; de 12,9 &
258 mM, (b) sun L'evolution du potentieﬁ membnanaéne de Ka /Lbne.
musculaine squelettique Ls0lée de crabe.

La concentration en Lons du milieu de néférence choﬂ&ne, Mn*?,
CL™ pauvre est : Ca't = 11 ,6 mM 5 Mg** = 23,6 mM ; Na* = 515, 6 md
Kt = 12,9 mi 5 choline’ = 58 md ; Ma™ = 10 md ; CE™ = 7§ mM 3
S0,” = 30,05 mM ; CH CHZCOO' = 536 6 mM ; CO3H" = 2,6 mM. L' accnOLA-
Aemeni de £a concentnat&on en K* est neaE&Ae en nempﬁaganz mM a mM
une parntie des fons Na® de La sokution de néfenence choline, Mn *7,
Ce™  pauvre par des ions K.

Pour chaque épreuve (a) et (b) : La trace du hawt montre L'abo-
Lition de La contracture potassique ; La trhace centrale donne La ca-
Libration en ftemps (1 top foutes Les secondes avec absence de trace
a La dixieme seconde) ; . a trace du bas montre L'évolution de La
depoﬂanLAaixon membnanaane La §Leche (sur chaque znace) précise
L' instant oli La concentration extracellulaine en K est soudainement
augmentee (apnds 30 minutes d'action du milieu de n2férence choline,
Mn™", CL™ pauvre).

Mn**, inhibant le courant entrant porté par les ions catt, permet de vi-
sualiser correctement 1'&volution du potentiel de membrane sans artéfact
dd a la contracture et de plus, une variation éventuelle de l'amplitude
et de la vitesse de dépolarisation ne peut &tre imputable 3 1l'existence,
dans ces cbnditions, d'un courant entrant de Ca**. Si peu de variations
sont observées en milieu trés riche en K* (258 mM), il n'en est pas de
méme en milieu moins enrichi (129 mM). En effet, la figure 57 montre que,
dans de telles conditions, la dépolarisation est considérablement freinée
en présence de TEA. La vitesse de dépolarisation est sensiblement réduite

de moitié et le niveau maximum de potentiel atteint n'est que de - 30 mV
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en présence de TEA (58 mM) contre - 20 mV en absence de TEA. Ainsi, donc,
en milieu pauvre en Cl1~, le niveau de dépolarisation, dépendant de la con-
centration extracellulaire de K*, a une importance considérable, puisque

1'effet du TEA peut 3tre nul voire opposé 3 celui obtenu en présence d'une
[bl‘]e normale.

~70 \
® X' 258 mM + Mo 10 mM

0.5 Kg.om™2 |

++

© k' 258 mM + Mn"T 10 mM




Figure 56

Effets du TEA (58 mM), a faible concentration extracellulaire
en C& (78 mM), en présence de Mn** (10 mM), sun La dépolarisation
membrianaine d'une fibre musculaire squelettique £s0lée de crabe,
produite parn un accroissement soudain de La concentration extrha-
cellulaine de K (de 12,9 a 258 mM) dans des conditions d'isotonde.

La concentration en {ons du milieu de néférence choline, Mn'",
CL™ pauvne est : Ca** = 11,8 mM ; Mgl? = 23,6 md ; Na® = 515,6 m ;
K' = 12,9 mM ; choline” = 58 mi ; Mn 10md ; C&~ = 78 mM ;
S0,”" = 30,05 mM ; CHyCH,CO0™ = 536,6 mM ; COsH™ = 2,6 mM. L'accrods-
sement de La concentrafion en K* est néalise en remplagant pM a md
une partie des Lons Na' du milieu de nZfirence choline, Mn ~, CL”
pauvre par des <ons K¥. Pourn La solution contenant Le TEA (b},
L'appont de TEA  est néalist en nemplacant Les ions choline” de fa
solution de rZférence initiale choline, Mat*, C& pauvne, - parn Les
Lons TEA™. '

Pour chaque epreuve (a), (b) ou (c]) : La trace du haut montre
L'abolition de La contracture potassique ; La trhace centrale donne La
calibration en temps (1 top toutes Les secondes avec absence de trace
a La dixieme seconde) ; La trace du bas montrne L'évolution de fa dé-
polarisation membranaire : (a) - en conditions de néférence choline,
Mn**, ce” pauvre aprnls 30 minutes d'action du milieu ; (b] - aprs
20 minutes d'action du TEA, en présence de Mnt* en Ce~ pauvre ; (c) -
apnds 20 minutes de netourn aux conditions initiales de négérnence (a)
(rnevernsibilite). Les §Leches Andiquent Le niveau de potentiel comres-
pondant a -10 mV. La seconde §Léche (sun chaque trace) précise
également L'instant oil La concentration extracellulaine en K* est
soudainement augmentie.

It n
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4,4, Comparaison des effets du TEA sur la fibre musculaire

de grenouille et sur celle de crabe, Conclusion

Ces résultats montrent que le TEA exerce un effet inverse
{/553) selon qu'il s'agisse de la fibre musculaire de crabe ou de la fibre muscu-

L LILLE

~--" laire de grenouille. Si ces résultats peuvent se comprendre au niveau de la
grenouille du fait de 1'inhibition par le TEA du courant de K* passant par

le canal de rectification retardée (STANFIELD, 1970), l'effet opposé du
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Figure 57

Efgets du TEA (58 mM), a faible concentration extracellulaire
en CL™ (78 mM), en présence de Mn®™ (10 mM), sur La dépolarisation
membranaine d'une gibre musculaire squelettique is0lée de crabe,
produite par un accrodissement soudain, mais moindre (par rapport a La
§4g9. 56) , de La concentration extracellulaire de K (de 12,9 &

129 mM) dans des conditions d'isotonie.
++

La concentration en Lons du milieu de né4érnence choline, Mn'",
CL™ pauvne est : Ca™™ = 11,8 mi ; Mg** = 23,6 mM ; Na® = 515,6 mh ;
K'= 12,9 md ; chotine® = 56 md ; Mn™" = 10 mM ; CL~= 78 mM ; SO, "=
30,05 mM ; CHzCH, COO™ = ;36,6 mM ; COH™ = 2,6 mM. L'acerodssement
de La concentration en K est néalise en nemplacant mMd a mM une par-
tie des Lons Ng* du milieu de neférence choline, Mn**, CL™ pauvne
par des dions K. Pour La solution contenant Le TEA (b), £'avponrt
de TEA est néalisé en remplacant Les Lons choline® de La solution
de néfenence initiale choline, Mn™", C&™ par Les ions TEA*.

‘Pour chaque Epreuve {(a), (b} ou (c) : La trace du haut montre
L'abolition de La contracture potassique ; La thace centrale donne
La calibration en temps (1 top Zoutes Les secondes avec absence de
Trnace a La dixieme seconde) ; La trhace du bas montre L'dvolution de
La dépokarisation membranaine : (a) - en conditions de néférence cho-
Line, Mn**, CL™ pauvne aprés 30 minutes d'action du miliew ; (b) -
apres 20 minutes d'action du TEA*, en présence de Mn**, en CX~
pauvre ; (e} - apres 20 minutes de retour aux conditions initioles
de néfenence (a) (r8versibilitg). Les {Leches indiquent Le niveau
de potentiel conrespondant & - 30 mV. La seconde fL2che {sun chaque
thacé) pricise egalement L'instant ol La concentration extracellu-
Laine en K* est soudainement augmentee.

TEA sur la fibre de crabe ne peut etre interprété de la méme fagon. En
présence d'une concentration extracellulaire de C1™ normale, la dépolari-
sation plus ample provoquée par 1l'excds de K% extracellulaire n'implique
pas d'emblée que le TEA puisse agir sur une rectification de nature io-
nique autre que potassique. En effet, sur la fibre de crustacé, SUAREZ-
KURTZ (1974) montre que le TEA augmenterait la conductance aux ions Cat?t
qui portent en partie le courant entrant (HAUDECOEUR et GUILBAULT,

1972 a ; MOUNIER et VASSORT, 1973), Cependant, les résultats décrits mon-
trent qu'un courant entrant ne peut 3 lui seul expliquer 1'augmentation
de la dépolarisation en présence de TEA puisque la dépolarisation provo-

quée par l'excds de K% est encore accrue en présence de Mn'*, D'autre
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part, sur cette méme préparation, MOUNIER et GUILBAULT (1970), HAUDECOEUR
et GUILBAULT (1974) montrent que les phénoménes de rectification retardée
sont supprimés en absence de Cl~ externe (les ions Cl~ remplacé&s par des
anions imperméants : propionate ou méthylsulfate). Cette rectification
retardée persiste, et est inhibée par le TEA, en présence seulement dans
le milieu extracellulaire de chlorure de choline (HAUDECOEUR et GUILBAULT,
1974 ; BRULE et coll., 1976 ; HAUDECOEUR et coll., 1977). Dés lors, la
nature autre que potassique de la rectification retardée peut €tre postu-
lée. Dé plus, les résultats précédemment décrits montrent que les effets
du TEA sur la dépolarisation induite par'des milieux riches en K' sont
dépendants de la concentration externe en Cl . En effet, en milieu pauvre
en C1™, le TEA n'affecte plus 1l'évolution de la dépolarisation en miliecu
trés Fiche en K¥ (258 mM) alors qu'il diminue son amplitude et sa vitesse
en milieu contenant seulement 129 mM de K%, Ainsi, dans la mesure ol la
dépolarisation induite par 1l'excés de K+, en milieu de concentration
variée en C1~, n'est déclenchée qu'apré@s un prétraitement de 20 minutes
de la fibre de crabe dans le milieu de concentration en K* normale mais
pauvre en Cl™, il peut €tre admis que la distribution du Cl~ selon 1'équi-~
libre de DONNAN (si elle existe) a pu se produire et qu'alors la valeur
de Ec] est de nouveau égale 3 celle du PM., Dans ces conditions, en admet-
tant la distribution passi#e, en milieu pauvre en Cl™, le courant de fuite
porté, entre autre, par les ions Cl™ doit nécessairement exercer un effet
moindre sur la vitesse de dépolarisation. En effet, en milieu pauvre en
Cl™, la résistance de membrane augmentant (MOUNIER et GUILBAULT, 1970 ;
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974), la vitesse de dépolarisation avec 258 mM de -
K* est sensiblement accrue et 1'amplitude maintenue, le C1™ aurait donc
moins d'influence antagoniste sur le courant de Kt passant par le canal
de rectification inhibé par le TEA. Cependant, cette hypothd@se n'explique
pas le résultat obtenu en milieu pauvre en Cl1~ et moins riche en K*
(129 mwM) ot la vitesse et 1l'amplitude de la dépolarisation sont diminuées
en présence de TEA. Par contre, si 1l'on admet que le C1~ n'est pas distri-
bué passivement selon 1'équilibre de DONNAN, l'ensemble des effets du TEA
' en fonction de la [bl;]e peut etre interprété, L'hypothése de non distri-
bution passive de Cl1 chez la fibre de crabe peut se concevoir dans la
mesure oii, chez des fibres excitables d'invertébrés, la distribution pas-
sive du Cl” de part et d'autre de la membrane est loin d'€tre le cas

général. De fait, sur la fibre musculaire de crabe, GOUBEL et GUILBAULT
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(1972) montrent que la concentration intraceliulaire de C1” n'est pas en
accord avec une distribution de cet ion, selon 1'&quilibre de DONNAN. Sur

la mé€me préparation, MOUNIER (1970) montre, qu'en conditions d'état stable,

la variation du potentiel de-membrane en fonction du log [Kf]e, est plus
ample en milieu pauvre en C1~ (le Cl~ étant remplacé par le propionate).
De plus, HAUDECOEUR (1975) montre que 1l'appauvrissement en Cl™ extracellu-
laire (remplacement par du méthylsulfate, & 90 p. 100) conduit, tout comme
sur la fibre de grenouille (HODGKIN et HOROWICZ, 1959) i une dépolarisa-
tion transitoire mais, sur la fibre de crabe, la repolarisation, est trés
incompléte, Si le C1™ n'est pas distribué passivement, le potentiel d'é-
quilibre de la pile au Cl1~ voisin du potentiel de repos pour une [bl']e
normale se trouverait déplacé dans le sens des dépolarisations d'une valeur
de 1'ordre de 50 mV en milieu pauvre en C1” (78 mM), La nouvelle valeur de
Ecl serait proche de O mV quand la [?1‘]6 passe de 652 & 78 mM, Si le TEA
bloque le canal de rectification retardée par ol passerait un courant de‘
Cl™, la dépolarisation membranaire induite par 1'excds de K* se trouverait
ainsi accélérée en milieu pauvre en Cl~ et serait plus ample qu'en milieu
de [Cl;]e normale, En milieu pauvre en C1™ (Ec1##£ 0) 1l'effet du TEA sur la
dépolarisation membranaire induite par 1l'apport de K* extracellulaire dé&-
pendrait de la différence de Ey par rapport & Epp). Avec 258 mM de Kt
externe, ([?411 F£ 130 nM) Ey serait supérieur 3 Eci et ainsi le mouvement
de Cl™ n'aurait que peu d'influence sur la dépolarisation alors qu'a
1'inverse avec 129 mM de K' externe, Ep serait plus proche de Epj et de
ce fait, 1l'influence des mouvements du Cl~ se traduirait par des modifi-

cations de l'amplitude et de la vitesse de dépolarisation.

En conclusion, il apparalt que la rectification retardée, bloquée
en partie par le TEA, semble &tre due i une modification de la conductance
membranaire au Cl1~ plutdt qu'i une variation de la conductance au K*., Cette
hypothése s'accorde avec celle de GIRARDIER et coll., (1963) concernant la
possible existence d'un courant dynamique de Cl~ dans la membrane tubu-
laire de la fibre musculaire d'écrevisse. De plus, l'existence de ce
courant sortant porté pour une grande part par les ions C1” est démontrée

sur la fibre de crabe par HAUDECOEUR et coll. (1977).

Compte-tenu des premiers résultats acquis en ce qui concerne la
contracture potassique au niveau de la fibre musculaire de crabe, il appa-

raft d'une part que 1'entrée de Ca®** est nécessaire au déclenchement de la
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contracture potassique, que d'autre part, en absence de Nat dans le milieu
extracellulaire, 1'importance de la valeur de Ex intervient en ce sens que
1'effet de 1'entrée de K', sous la dépendance de la "driving force" des
ions K+, modifiant [k¥]i retentit sur la contraction propre des myofila-
ments (chapitre III). Cette hypothése permet ainsi d'expliquer 1és ni-
veaux de tension atteints, d'autant plus que 1l'entrée accrue de Ca‘*, en
absence de Na¥ extracellulaire,. serait elle-méme compensée par une libé&ra-
tion moindre du Ca*t par le R.S.

Aussi, 3 ce stade des résultats et des hypothéses, il importait
de compléter 1l'expérimentation et notamment de voir 1'importance de la
composante contractile due 3 la libération de ca*t par le R.S. Ainsi, de
fagon & analyser plus en détail, le couplage excitation~contraction vont
maintenént 8tre décrits les résultats concernant l'importance de l'envi-
ronnement anionique extracellulaire avec variation des concentrations des

cations,

5 - Influence de la concentration extracellulaire en C1~ sur la

contracture potassique et le potentiel de membrane de la fi-

. - - - .- . +
bre isolée en présence de concentrations variées en ions Na

+
et Ca +

Le maintien du C1~ 3 1l'intérieur de la fibre est extrémement
important pour l'évolution de la tension mécanique, 1l est montré en
effet (chapitre III) que la suppression du Cl~ au niveau des myofilaments
aboutit 3 un développement de tension beaucoup plus faible. Si la distri-
bution passive de Cl~ existait au niveau de la fibre de crabe, l'absence
totale de C1” dans le milieu externe devrait avoir un effet tel que la
contracture serait considérablement réduite. L'importancé du C17 est
également notée au niveau des fibres pelées par COSTANTIN et PODOLSKY
(1967) qui constatent que de hautes concentrations en C1™ dans 1l'espace
myofilamentaire accroissent l'efflux de ca*t du reticulum sarcoplasmique,
De m@me sur les fibres pelées en présence de peu de Mg++, le C17 stimule
une libération rapide de Ccat du reticulum sarcoplasmique,en quantité suf-
fisante pour déclencher une réponse mécanique (STEPHENSON et PODOLSKY,
1977 b). Enfin, au niveau de fibres intactes, l'application de milieu

pauvre en Cl™ provoque une dépolarisation qui peut entrafner le dévelop~
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pement d'une contracture (HODGKIN et HOROWICZ, 1959). Sur-la fibre mus-

culaire de crabe, 1l'application d'un milieu ne renfermant que 83,7 mM de
Cl™, améne transitoirement et rapidement le potentiel de membrane 3 une

valeur de -~ 42 mV en moyenne (MOUNIER, 1970).

5.1. Influence de la concentration extracellulaire_gg_cl“

_ Pour 1'enregistrement de la contracture, la concentration
initiale choisie améne le potentiel de membrane 3 des valeurs telles que
certaines fibres sont 3 la limite du seuil d'activation ce qui explique
que certaines fibres vont se contracturer au cours du prétraitement en
nilieu C1~ = 83,7 mEq (dans ces milieux, le Cl~ manquant est remplacé mM
4 mM par du méthylsulfate), Dans de telles conditions, sur 8 fibres tes-
tées, 3 vont présenter des réponses mécaniques avant 1'application du
milieu hyperpotassique. Pour cette série d'expériences, les fibres sont
placées pendant 10 minutes en milieu pauvre en C1~ avant d'@tre soumises
d l'action du milieu enrichi en K* mais pauvre en Cl~ (1'apport de K* est
réalisé sous forme de méthylsulfate)., La figure 58 donne un exemple de
contracture obtenue lors de l'application du milieu riche en K" (20 fois
la concentration extracellulaire normale : 258 mM) aprés passage en milieu
pauvre en Cl~. La tension moyenne de contracture ainsi obtenue est de
3,26 :_0,21 Kg.cm"2 (n = 5). I1 est possible, dans de telles conditions
expérimentales, de voir que la réduction du Cl1~ extracellulaire renforce
la contracture, tout comme par ailleurs le TEA qui agit sur les mouve-

ments de Cl” ainsi que cela vient d'@tre montré.

De maniére i approfondir 1l'importance de 1'environnement en Cl1™
extracellulaire sur la tension de contracture, la concentration extracel-
lulaire de C1™ a cette fois &té -réduite 3 0. Il est toutefois difficile
dans ces nouvelles conditions de prétraiter les fibres en milieu dépourvu
d'ions Cl1” avant de les soumettre 3 1'action du mfme milieu enrichi en K*.
En effet, la seule application du milieu sans Cl~ améne le potentiel de
membrane 3 une valeur bien moins négative que celle correspondant au seuil
d'activation mécanique et favorise le déclenchement d'activités spontanées
qui emp@cheront le développement d'une contracture ultérieure normale.
Afin cependant de pouvoir étudier 1'influence d'une forte réduction du

. C1l™ extracellulaire sur ces préparations, un prétraitement préalable de
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- Figure 58

_ Contracture potassique d'une fibre musculaine squelettique L40-
Lée de crabe produite par un accroissement soudain de £a concentration
extrnacellubaine de K¥ (de 12,9 a 258 mM) & 4aible concentration extra-
cellulaine en CL™ (83,7 mM) dans des conditions d'isotonie.

44 La concentratign en Lons du mLCéeu de néfénence pauvre en CL est :
ca’” = 11,8 mM ; Mg = 23,6 mM ; Na© = 5156 mM ; KT = 12,9 mM ;
CL™ = 83,7 mM ; CH30S03- = 513 mM ; COH = 2,6 mM. L'accroissement
de La conceni&afion en K est nBalise en nemplacant mM & mM une par-
e des Lons Na' du milieu de néférnence pauvre en CL™ parn des Lons
K'. La contractune est obtenue aprnis un prétraitement de La fibre
pendant 10 minutes dans Le milieu de néfdrence pauvre en CL™. Le tra-
e est présent? en deux parnties. Pour chacune des parnties : La trace
du haut montre Le dévelLoppement de La contracture ; £a trhace du bas
donne La calibration en temps (1 top toutes Les secondes avec absen-
ce de thace a La dixidme seconde). La §Leche précise L'instant ol La
concentration extracellulaine en K est soudainement augmentée.

20 minutes des fibres en milieu de référence additionné de 10 mM de Mot
est effectué, La fibre est ensuite baignée pendant 15 minutes [temps suf-
fisant pour atteindre un état stable (MOUNIER et GUILBAULT, 1970 ; GOUBEL,
1973 ; BRULE et coll., 197621 dans le milieu de référence ol le clhlorure
de sodium est remplacé par du méthylsulfate de Na*, et oli les autres
anions utilis&s sont : le propionate et le sulfate. L'addition & cette
solution de 10 mM de chlorure de Mn** améne donc une concentration finale

de C1™ égale 3 20 mM. Dans de telles conditions, la figure 59 (tracé du
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haut) montre que, dans un premier temps, le potentiel de membrane est
amené au cours du prétraitement & la valeur de =~ 57 mV aprés 15 minutes.
Sur l'ensgmble des-manipulations (n = 5) le PR égal é»—67,0 + 3,9 wV, dans
les conditions normales, passe au maxinmum 3 - 51,8 + 4,3 mV, et fevient au
bout de 15 minutes de prétraitement & une valeur de - 57,0 :_2,7 mV,
Ainsi, la présence du Mn** au niveau de la préparation avant 1'applica-
tion du milieu trés pauvre en Cl~ supprime la phase rapide de dépolarisa-
tion observée pér GOUBEL (1973) sur cette méme préparation. L'application
-du milieu hyperpotassique (20 fois la concentration extracellulaire nor-
male) consécutive au traitement en milieu pauvre en Cl~ permet, ainsi que
1'atteste la figure 59, le développement, malgré la présence de Mn*",
d'une contracture d'une amplitude variable selon les fibres. La tension
moyenne atteinte est de 2,00 + 0,80 Kg.cm'2 (n = 5) ; au cours du dévelop~-
pement de cette tension, le potentiel de membrane &volue vers le O de po-
tentiel (en moyenne -~ 1 "+ 1 mV). De plus, sur certaines fibres, appa-
ralt au niveau du décours du potentiel de meﬁbrane une activité spontanée
pour des valeurs de potentiel voisine de - 30 mV témoignant de 1'existence
d'un courant entrant en dépit de la présence d'ions Mn**. D'autre part,

il faut signaler que le phénoméne mécanique que constitue la contracture
se développe beaucoup plus lentement que dans les conditions normales
(absence de Mn++) et que la tension moyenne est plus faible, Comme cette

++ il peut alors se faire

contracture persiste malgré la présence de Mn
que la concentration de Mn** soit insuffisante pour bloquer la totalité

du courant entrant calcique (la fig. 59 révéle 1l'activité spontanée). Tou-
tefois, un prétraitement de la fibre de crabe par un milieu contenant

20 mM de MnCly ne supprime pas davantage le phénoméne mécanique, ni la
présence, dans certains cas, au début de la dépolarisation, d'une activité
€lectrique répétitive. De fait, la figure 6O montre 1'évolution du poten-
tiel de membrane ainsi que 1l'enregistrement d'une contracture qui se
développe consécutivement 3 l'application du milieu hyperpotassique

(20 fois la concentration extracellulaire normale). L'action de ce milieu
fait suite 3 un prétraitement de la fibre pendant 20 minutes dans le li-
quide physiologique de référence additionné de 20 mif de MnCly, suivi d'un
passage de 15 minutes en milieu pauvre en Cl~ additionné de Ma** (ce der~
nier milieu renferme 40 mM de C17). L'application du milieu hyperpotassi-
que permet 13 encore le développement d'une contracture relativement im-

portante (2,07 + 0,53 Kg.cm“2 ; n =4) qui s'établit lentement, tout comme
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Figure 59

Dépolanisation membranaire et contracture potassique d'une §ibre
musculaire squelettique 4s0fée de crabe produites parn un accroissement
soudain de La concentration extracellulaire de K* (de 12,9 a 258 mM),
en_présence de Ma™* (10 mM) a faible concentration extracellulaire en
CL {20 mM).

La concentration en Lons du miﬁieu de néfenence Mn'* est :
Caji =11,8 md ; Mg™™ = 23,6 mM ; Na' = 515,6 mil ; K* = 12,9 mM ;
Ma™" = 10 mM ; C&=616,7 mM ; CO3H- = 2,6 mM. La réduction de La con-
centrnation en CL™ est obtenue en nemplagart 596,77 mM de CL- par :
CH30S03~ = 525,9 mM ; SOu~~ =723,6 mM et CH3CH2C00™ = 23,6 mM . L'ac-
crodssement de La concentration en K' est alons néalisé en rempla-

Egnt md & mM une parntie des fons Na® de ce deanien milieu par des ions
Powr chaque épreuve : La trhace du hawt montrne £'evolution de

La tension mécanique de conthacture ; La thace centrale donne La ca-

Libration en temps (1 top toutes Les secondes avec une absence de

frace a La dixieme seconde) ; La trnace du bas montre L£'evolution

de La dépoLarnisation membranaire.

Le trace A montre £'évolution du potentiel de membrane Lons de
L'application du milieu pauvre en CL™ (20 mM) en présence de Ma'*(10 mM)
apns 20 minutes d'action du milieu de rnéférence Mn** (10mM). La
gleche précise L'instant ol Le milieu pauvie en CL™ esi appliqué
a La §4ibre.

Le thacé B, présenté en deux parties, montre L'évolution de La
conthactuie et de La dépolanisation membranaire consécutive & L'ac-
croissement soudain (fLeche) de La concentration extracellulaire en
K", aprnes 15 minutes de prétraitement de £a §ibre en milieu pauvie
en CL~ (20 mM) et en présence de Mn™* (10 wM).
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Figune 60

Dépolarnisation membranaire et contracture potassique d'une gibre
muscuwlaire squelettique is0lée de crabe produifes par un accrolssement
soudain de La conggntnaiéon extracellulaire de K (de 12,9 a 258 mM),
en p?ééenc? de Mn' " (20 mM) & 4aible concentration extracellulaire en
CL™ (40 mM). '

o La concentratign en Lons du milieu de &éﬁé&ence+Mn++ est :
Cai, = 11,8 mM ; Mg™" = 23,6 mM ; Nat = 515,6 mM ; KT = 12,9 mM ;
Mp ™ = 20 mM ; CL™ = 636,7 mM ; COsH™ = 2,6 mM. La néduction de La
concentration en CL™ est obtenue en remplagant 596,7 mM de CL™ pan
CH30 8O3~ = 525,9 mM ; SOy~ = 23,6 mM ; CH3CH2C00™ = 23,6 mM. L'ac~
cnoissement de La concentrnation en K est alons néalisé en remplagant
mM & mM une partie des Lions Na' de ce dernier miliew par des ions K*.

Le thacé est présent? en deux parties. Pour chacune des parties :
La trhace du haut montre L'dvolution de La tension mécanique de contrac-
furne ; La trace centrale donne La calibration en ftemps (1 top toules
Les secondes avee une absence de thace & La dixieme seconde) ; £a
trace du bas montre £'évolution de La dépolarisation membranaire. La
premitre §Leche prdeise L'instant oll La concentration extracellulaire
en K est soudainement augmentée, apres 15 minutes de prétrnaitement
de La fibre en milieu pauvre en CL- (40 mM) et en présence de Mn'*
(20 mM) qui fait suite & un pritraitement de La §ibre de 20 minutes
dans Le miliew de néfénence Mn'” (20 mM). La seconde §Leche pricise
Le netowr au milieu pauvre en CL™ (40 mM); en presence de Ma't (20 mM),
de concentrnation extracellulaine en K noumale (12,9 mM).
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avec seulement 10 mM de Mn** (il est 3 noter qu'une fibre sur 5 testées
n'a pas développé de contracture). Le potentiel de membrane &volue 13
encore vers le 0 de potentiel et atteint une valeur moyenne de

+1 :.1,4‘mV (n = 5). Le développement d'une contracture potassique malgré
la présence de Mn** m@me 3 des concentrations importantes (20 mM) peut
laisser supposer l'existence d'une autre composante de courant entrant,
comme le témoigne le point d'inflexion dans la phase ascendante de la dé&-
polarisation (Fié. 60)et qui ne serait pas bloquée par le Mn** comme

1'est la composante calcique précoce. Il pourrait de ce fait y avoir deux
composantes- de couraht entrant. L'existence de ces composantes sera
d'ailleurs précisée ultérieurement., Cependant, d&s 3 présent, il est &vi-
dent que 1l'absence de C1~ dans le milieu externe n'enp&che pas le dévelop-
pement de la contracture lorsque ce Cl1” est remplacé par le méthylsulfate
(anion imperméant) ainsi que cela vient d'8tre décrit, alors que la m@me
substitution au niveau des myofilaments entrafne le développement d'une
tension mécanique beaucoup plus faible, ce qui plaide de nouveau en faveur
d'un maintien de la concentration interne de Cl1~ et donc d'une distribution
rnon passive de cet ion. En présence d'inhibiteurs du métabolisme (2,4
Dinitrophénol et ouabaine), GOUBEL et GUILBAULT (1972), GOUBEL (1973)
montrent sur la méme préparation que l'activité du Cl1” intracellulaire

varie consécutivement & la dépolarisation membranaire produite par un
. + :
accroissement de la concentration externe de K° alors qu'en leur absence

cette activité est maintenue constante,

Dans la mesure ol le Mn** n'exerce aucun effet supplémentaire
pour des concentrations plus €levées, pour la suite des expériences, la
concentration de 10 mM sera conservée afin de maintenir la concentration

extracellulaire de C17 la plus basse possible,

5.2. Influence de 1'ion Na* en milieu pauvre en Cl~

En plus de 1l'appauvrissement en Cl17,va maintenant &tre
testée la suppfession du Nat externe qui, rappellons-le, en présence de
Cl- permet l'obtention d'une contracture maximalebpour un enrichissement
meindre de K* (Fig. 47). La fibre est ici prétraitée 20 minutes en solu-

tion de référence additionnée de 10 mM de Mn**, puis 15 minutes en milieu
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dépourvu de Na+, pauvre en C1~ (20 mM) et renfermant toujéurs 10 mM de
Mntt, La pression osmotique d'un tel milieu est maintenue & la valeur

de référence par apport convenable de saccharose. La figure 61 montre
1'évolution du potentiel de membrane lorsque la fibre baigne dans un tel
milieu. La valeur moyenne du PR mesuré dans les conditions de référence
(-66,8 + 0,9 mV ; n = 5), pour les fibres testées, passe & — 42 + 5 mV
pour revenir aprés 15 minutes & - 58,2 + 4,5 mV. La dépolarisation plus
“importante, par rapport 3 celle observée en présence de Na+, obtenue par

1'application de ce milieu, peut résulter, non seulement de 1'absence de

3 Kg.cm'

20 8 —

o
O T

Figune 61

) Dépolarisation membranaine d'une fibre musculaire squelettique
4s0L8e de crabe produite par £'absence de Na* extracellulaire (rneste
2,6 mM sous forme de COsH Na') &+éaib£e concentration extracellulaire

en C&~ (20 mM) en présence de Mn'~ (10 mM).

La concentration en ions du milieu de né4érence Mt est -

Cat* = 11,6 mM.; Mg** = 23,6 mM ; Nat = 515,6 mM ; K = 12,9 mM ; Mn**
10 mM ; C&7 = 616,7 mM ; CO3H = 2,6 mM. La suppression et La néduc-
Lion des concentrations hespectives en Na® et en CL est néalisée par
La suppression du NaCl et £'appont du K* et du Mg** sous foame de
S0,™", du Ca*+ sous forme de CH3CH,CO0™. La pression osmofique d'un
tel milieu est ajustée a celle du miliéu de néherence par apport de
1026 mM de saccharose. .

Pour £'ennegistrement : La trace du haut névele L£'absence de
développement de tension mécanique ; La trace centrale donne La cali-
bration en temps (1 top toutes Les secondes avec absence de trace a
La dixieme seconde) ; La trace du bas montre La dépolarisation mem-
branaine consteutive a L'application du milieu pauvre en CL™ ;
sans Nab en présence de Mn™™ (4Leche) apres un prétraitement de La
fibre de 20 minutes en milieu de référence Mn*+.
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Cl™, mais &galement de la présence de saccharose, car il est maintenant

connu qu'au niveau de cette préparation, il est préférable d'utiliser
1'urée plutdt que le saccharose (BRULE et coll., 1977 a ; DELORME et

coll., 1978). Toutefois, 1'application d'un tel milieu riche emn K* (20

fois la concentration extracellulaire normale) sur de telles fibres pré-
traitées en milieu pauvre en Cl™ et en absence de Na+, permet 13 encore

le développement d'une contracture importante qui s'é@tablit lentement.

.Le décours du potentiel de membrane est modifié par rapport au milieu
renferﬂant du Na' ainsi que l'atteste la figure 62, La dépolarisation
s'établit &galement lentement et atteint un potentiel trés légérement posi-
tif puisque la valeur est de + 4 + 3,6 mV (n = 5). La tension moyenne de
contracture développée dans de telles conditions est de 2,60 * 0,50 Kg.cm—z
(n = 5). Toutefois, en ce qui concerne 1l'action de ce milieu, il faut
préciser que la suppression de tout le sodium extracellulaire a modifié& no-

tablement la force ionique et donc 1'activité des ions, notamment du Ca++,

comparativement 3 celle du milieu de référence., C'est ainsi gue si 1l'ac~-
tivité du ca*t est, en milieu de référence, de 2,83.10"3 M, elle se trou-
ve beaucoup plus forte dans ce milieu sans Na't et pauvre en C1™ puisque
d'une valeur égale 3 4,06.10"3 M, De mme, lors de 1'application de ce
milieu enrichi en K¥, 1'activité du Ca** reste supérieure, elle est de
3,26.10"3 M. La tension légérement plus forté observée en absence de Na®,
en milieu'pauvre'en c1=, (2,6 Kgbcm'z) peut donc résulter d'une activité

plus forte du Ca**,

La suppression du Cl™ et du Na+ extracellulaires en présence de
Mn*+ permet donc le développement d'une contracture potassique ; aussi, la
deuxiéme composante de courant entrant, dont l'existence a &té préssentie
par HAUDECOEUR (1975), dans des conditions de potentiel imposé&, pourrait
éventuellgment etre portée par des ions ca** seuls ou couplés 3 d'autres
ions qui passeraient par un canal insensible au Matt, Si tel Gtait le cas,
la suppression du Ca*t du milieu extracellulaire devrait emp&cher le déve-
loppement de la contracture dans la mesure ol 1'influx de Ca‘’ pourrait

€tre le maillon indispensable & la libération de Ca‘t par le R.S.
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Figure 62

Dépolarisation membranaire et contracture potassique d'une fibre
musculaire squelettique {s0L€e de crabe produites par un accroisse-
ment soudain de La concentration extracellulaine de Kt (de 12,9 mM &
258 mM), en présence de Mn™™ (10 mM) & 4aible concentration extracel-
Lukaine en CL™ (20 mM) en absence de Na* (neste 2,6 mM sous gorme de
CO3H Na' ).

La concentration du milieu de héfénence Mn** sans Na®, pauvre en
Ce™ est : Calt = 17,8 mM ; Mg**- 23,6 mM ; Na* = 2,6 mM ; KF = 12,9 mM ;
MVL++_= 10mM ; C&~ = 20 mM ; SOy~ = 30,05 mM ; CH3CH,COO™ = 23,6 mM ;
COsH™ = 2,6 mM ; saccharose = 1026 mM. L'accroissement de La concen-
thation en K est alons nBalisé par apport de CH30 SO3 K et suppres-
sion convenable de saccharose au milieu de néférence Mn**,sans Na*,
pauvre en CL™ de fagon a maintenin L'dsotonie.

Le thacd est prdsentd en deux parties. Pourn chacune des parties :
La thace du haut wmontre £'8volution de La tension mécanique de con-
tracture ; La trace centrale donne La calibration en temps (1 top Lou-
tes Les secondes avec absence de trhace & La dixieme seconde) ; La tha-
ce du bas montre L'évolution de La dépolarisation membranaire. La
premi{dre fLache précise £'instant ol La concentration extracellulaire
en K* est soudainement augmentée, apnes 15 minutes de prétirnaitement
de La fibre en milieu de xé4@rence Mn**, sans Na*, pauvre en CL™ qui
fait suwite & un prétraitement de La gibre de 20 minutes en milieu
nonmal contenant du Mnt* (voin figure 61). La seconde fLeche précise
Le netoun au milieu de nd4érence Mn**, sans Na® et pauvre en CL™.
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5.3. Influence de l'absence de Ca‘* en milieu pauvre en C1~

Les fibres testées dans ce cas sont prétraitées comme pré-
cédemment pendant 20 minutes en solution de référence additionnée de Mnt*,
puis pendant 15 minutes par le milieu pauvre en C1~ (20 mM) duquel le Ca*t
est supprimé. Ce dernier milieu renferme bien &videmment 10 mM de Mn*¥. Au
cours de l'application d'un tel milieu, le potentiel de membrane &volue vers
-des dépolarisations moins importantes puisque de - 74,2 + 0,6 mV en milieu
de référence, il passe 4 - 56,2 + 8,9 mV avant de revenir apré&s 15 minutes
a =58,5+6mV (n=275). Pour ces solutibns, il n'a pas &t3 nécessaire d'ap-
porter de saccharose comme dans le cas de la solution précédente (C1~ =
20 mM ; Nat = 0). Aprés ces prétraitements de la fibre, 1'application du
milieu sans Ca**, pauvre en C1™, mais riche en K* (20 fois la concentration
de référence, soit 258 mM), entralne une dépolarisation qui atteint un ni-
veau maximal de - 8 + 5,3 mV (n = 5), sans pdur autant déclencher le phéno-

néne mécanique ainsi que l'atteste la figure 63, Il faut de plus préciser

que pour 2 fibres sur 5, une trés faible activité@ spontanée est apparue
au niveau du potentiel de membrane lorsque celui-ci a atteint des valeurs
de - 24 et - 30 mV ; ces spikes ont toutefois une amplitude trds faible

(3 & 6 mV) comparés i ceux observés précédemment en présence de Natet de
ca*t (Fig. 59). L'existence de ces spikes, du fait de la présence de Mnt*
et de 1'absence de Ca'®, laisse i penser qu'ils pourraient €tre de nature

sodique.

La suppression des ions Ca** du milieu externe supprime tout
phénoméne mécanique, ce qui laisse 3 penser que, dans les conditions nor-—
males, 1'influx de Ca*’ est une étape indispensable dans le couplage

excitation-contraction.

Toutefois, il est possible de déclencher unme contracture potas—
sique, en présence de Mn't et de Ca*t, bien que de décours plus lent en
absence de Cl~ ou pour une concentration extrmement réduite (20 mM). La

+ . 4 '
laisse supposer l'existence d'une seconde composante

présence méme de Mn'
au courant entrant, insensible 3 cet ion j de plus, la présence du phéno-
méne mécanique plaide en faveur d'une distribution non passive du Cl~ dans
la mesure oli 1'absence de C1™ au contact des myofilaments réduit considé-

‘rablement leur tension de contraction (chapitre III). En milieu pauvre en
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C1™ (concentrations:78 ; 40 ou 20 mM ), lg_dé#eloppement d'une contracture
est possible dans la mesure ol un courant entrant, sous l'influence de la
dépolarisation due 3 1'¢xcés de Kt externe, apparalt. Avec 78 mM de C1-,
la figure 56 ne révélait pas.de point d'inflexion dans la phase initiale
de la dépolarisation membranaire, ce qui se traduisait par une absence de

contracture alors que pour 40 mM et 20 mM de Cl~ (Figs 59 et 60), il existe

[
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Figure 63

Dépolarisation membranaire (sans développement de contrac-
turne) d'une fibre muscuwlaire squelettique {s0lée de crabe, pro-
duite parn un accroissement soudain de £a concentration extra-
cellulaire de Kt [de 12,9 mM a 258 mM), en présence de Mnt+
(10 mM) a 5dib£e+gonceninat£on extracellulaine en CL™ (20 mM)
en absence de Ca

La concentration du premier milieu de prétrhaitement (pen-
dant 20 minutes) est : Ca*t = 11,8 mM ; Mg™ = 23,6 mM ; Na* =
515,6 mM ; K* = 12,9 mM ; Ma*t = 10 mM ; C&° = 616,7 mM ;

CO3H™ = 2,6 mM. Celle du 2&me conrespond par rapport au 1er

a ba suppression du Ca*tetala néduction du C&~ (de 616,7 & 20 mM)
avee comme anions de nemplacement : SOy~~ = 30,05 mM ; CH30 SO3~ =
513 mM- (agissant pendant 15 minutes). L'accrodlssement de La
concentration en K de ce dernien milieu est alons néalisg en
nemplacant md a mM une partie des Lons Na* par des Lons K.

Pour L'enregistrement : La trace du haut névélLe £'absence de
dévelLoppement de tension mécanique ; £a thace centrale donne La
calibration en temps (1 top toutes Les secondes avec absence de
trace & La dixieme seconde) ; La trace du bas montre L'evolution
de La dépolarisation membranaire. La éﬂéche précise L'instant ol
La concentration extracellulaire en K est soudainement augmente,
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dans la phase de dépolarisation un point d'inflexion témoignant vraisem—
blablement d'une activation de conductancé responsable d'un courant en-
trant de ca*t i 1'origine de la gendse de la contracture, Toutefois, pour
ce type d'expérimentatibn, le C17 a été remplacé par un anion imperméant.
Aussi, compte-tenu des résultats acquis, tant au niveau de l'activité ATP-
asique, qu'au niveau de la contraction des myofilaments concernant l'anion
nitrate, considéré au niveau de la fibre comme un anion perméant, il impor-
tait maintenant de voir les effets de cet anion sur le développement de la

contracture potassique.

5+4, Influence de la substitution du C1l~ par le NO3~

Le nitrate est 1'un des anions test&s par CARVALHO (1968),
au niveau de la fraction microsomale de nuscle squelettique de lapin, qui
montre que cet anion, potenfiateur de la contraction musculaire, inhibe 1la
prise active et augmente la liaison passive du Ca** par le R.S. isolé. De
méme, SLAVIEEK (1976 a) montre, sur le ventricule de rat, que si le C17
est remplacé par le nitrate ou le sulfate, la contracture est beaucoup plus
faible qu'en milieu C1™ (voir SLAVIEEK, 1976 b). I1 est important de signa-
ler qu'un anion perméant ou imperméant aboutit au méme résultat. D'autre
part, au niveau des fibres musculaires de semi-tendineux de grenouille,
RODGKIN et HOROWICZ (1960 b) montrent que le remplacement du Cl~ par du
nitrate réduit la quantité de K* en excés nécessaire pour provoquer la con-
tracture potassique. Ainsi, une préparation baignée par une solution ren-
fermant 20 mM de K* ne développe aucune tension mécanique, mais la seule
substitution du C1” par le nitrate provoque le déclenchement d'une con-
tracture., La présence de nitrate & la place du chlore réduit la concentra-
tion de K' nécessaire pour 1l'obtention d'une tension mécanique donnée par
environ un facteur de 2. Par contre, au niveau de la fibre musculaire de
crabe, ATWOOD (1968) indique que les deux types de secousses, lentes et
rapides, sont diminuées en nitrate. De méme, la contracture potassique se
trouve déprimée en présence de nitrate. Cet effet inhibiteur du nitrate sur
la contracture potassique est, pour cet auteur, dii en grande partie 3

1'hyperpolarisation membranaire observée en présence de nitrate.

Pour ce qui est des résultats qui vont 8tre présentés ci-aprés,
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un prétraitement préalable des fibres musculaires est efféctué en présence
de nitrate (remplacement total du Cl~ par le nitrate) pendant 20 minutes.
Ce prétraitement aboutit 3 une hyperpolarisation modérée (quelques mV)
comme 1'a montré HAUDECOEUR (1975). Si aprés ce traitement, la fibre est
soumise 3 1'action d'un milieu enrichi en K¥ (20 fois la concentration
extracellulaire normale), aucune tension n'est alors développée, en dépit
d'une vitesse de dépolarisation accrue par rapport 3 celle observée en
présence de C1™, Toutefois, un enrichissement plus important de K* (40 fois
la normale) aboutit au développement d'une contracture potassique ainsi que
le montre 1a figure 64.‘Pour 1'action de ce milieu (enrichi 40 fois en K*)
il n'a été testé que 3 fibres qui ont toutes trois donné des résultats dif-
férents ainsi que le montrent les figures 64, 65 et 66. Cependant, pour
1'ensemble, la dépolarisation consécutive 3 1'application de ce milieu at-
teint 1é 0 de potentiel, et permet l'établissement de la contracture, La
disparition du ph&noméne mécanique lors de l%application d'un milieu enri-~

chi seulement 20 fois en K*, laisse 3 peuser, bien que la dépolarisation

1 Kg.cm'2
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soit rapide et de grande amplitude kFig. 64), que la présence de nitrate
aboutit & une suppression du mouvement de Ca** entrant, puisque HAUDLECOEUR
(1978) constate la dispérition du potentiel d'action en présence de nitrate,
D'autré part, la présence de nitrate, anion tr@8s perméant, au contact des
myofilanents, aboutit & un renforcement de l'activit@ ATPasique et corré-
lativement & une inhibition de la contraction de ces myofilaments (cha-

pitres II et III ; Fig. 38).

Les résultats acquis ici peuvent donc résulter 3 la fois d'une
action des ions nitrate au niveau myofibrillaire mais &galement au niveau

membranaire.

5.5, Conclusion

La substitution du Cl7 par le méthylsulfate ou le nitrate

permet encore le développement de la contracture potassique, mais modifie

Figure 64

Depolarnisation membranaire et contracture potassique d'une fibre
musculaine squeletiique isalie de crabe produltes pan un accroissement
soudain de La concentration extracellulaire de K (de 12,9 & 258o0u 516 mM),
ﬁg absence totale d'ions CL™ extracellulaires nemplacts par des Lions

3 .

La concentration en Lons du milieu de néférence NO3~ est :
ca** = 11,8 md ; Mg*™ = 23,6 mM ; Na* =-515,6 mM ; K* = 12,9 mM ; NO3~=
596,7 mM ; COsH™ = 2,6 ml. L'accrodssement de La concentgation en K*
est nealise en nemplagant mM a mM une parntie des Lons Na' du milieu de
néfenence NO3~ parn des ions K'. - -

Pourn £'enregistrement : La trace du haut montre L'évolution de La
Zensdion mécanique de contracture ; La thace centrale donne La calibra-
Zion en temps (1 top toutes Les secondes avec absence de thace & £a
dixieme seconde) ; La trace-du bas montre L'@volution de La dépolarii-
sation membranaire. La premire,fleche précise L'instant o £a con-
centration extracellulaine en K est soudainement augmentde (258 mi)
apres 20 minutes de prethailtement de La fibre en milieu de nB4érence
NO3™. La seconde §Liche indique un enwtichissement soudain plus Limpor-
tant en K* (516 mM) en présence de NO3~ et absence de CL™. La trhoisime
f€eche precise Le netouwr au miliéu de néférence NO3~.
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Figure 65

Dépolarisation membranaire et contracture potassique d'une fibre
musculaire squelettique is0Lée de crabe produites par un accroissement
soudain de La concentration extracellulaire de K* (de 12,9 a 516 mM) en
absence totale d' ions CL extracellulaires nemplacés par des Lons NO3™.

La concentration en {ons du milieu de rZference NO3™ est : Catt =

11,6 mM ; Mg = 23,6 mM ; Na© = 515,6 mM ; K™ = 12,9 mil ; NOs~ = 596,7 mM ;
COsH™ = 2,6 mM. L'accroissement de La concentration en K¥ est néalise en
nemplacant mM & mM La plus grande partie des {ons Na* du milieu de
néference NOs~ parn des Lons K.

Pour L'enregistrement : La trace du haut montre £'evolution de fa
tensdion mécanique de contracturne ; La trhace centrale donne La calibra-
tion en temps (1 top Zoutes Les secondes avec absence de trace a La
dixieme seconde) ; La trhace du bas montre L'évolution de La dépolarisa-
tion membranaire. La gLeche précise L'instant ol La concentration extra-
cellubaine en K est soudainement augmentée (516 mM), apres 20 minutes
de prétraitement de La §ibre en milieu de néférence NO3~.

considérablement la tension mécanique de contracture, tant en amplitude
que dans sa vitesse d'établissement. De plus, il apparaft que la présence
de ca'’ est indispensable au développement de cette contracture qui résul-
terait, en fait, dans les conditions'normales, de 1'existence de deux
composantes au courant entrant puisque la présence de Mn*™*, bloquant le
courant initial de nature calcique, n'emp@che pas le développement d'une
contracture., Afin de mettre plus aisément en évidence ces deux composantes,
il convenait.d'entreprendre une étude en présence de Li%, utilisé comme
substitut du Na% ; 1le Li* &tant connu comme inhibiteur de la libération
de Ca** par le R.S. sur la fibre myocardique (VASSORT, 1973 ; HORACKOVA et
VASSORT, 1974) peut, de ce fait, permettre 3 la 'driving force'" pour les

ions Ca*t de comserver plus longtemps une valeur &levée.

™
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Figuwie 66

Dépolarisation membranairne et contracture pofassique d'une
gibre musculaire squelettique isolée de crabe produites parn un
accroissement soudain de La concentration extracellulaire de K*
(de 12,9 a 516 mM) en absence totale d'ions CL™ extracellulaires
nemplacés par des Lons NO3™.

La concentaaixon en Lons du mcﬁ&eu de neﬁe&ence NO3™ est :
Ca*tt = 11,8 mM ; Mg*” Z36mM Na' = 515,6 mM ; K* = 12,9 nM ;
NO 4~ = 596,7 mM C03H = 2,6 md. L' accnOAAAement de £a concen-
tnatLon en K th &Qdﬂ&ée en nemptagant mM a mM La pEuA gnande pas-
tie des ions Na¥ du milieu de négénence NO;~ par des ions K*.

Pour 2! en&eg&éinement La thace du haut montre L'évolution
de La fension mécanique de contracture ; La trace centrale donne
La calibration en temps (1 Zop toutes Les secondes avec absence de
frhace a La dixieme seconde) ; La thace du bas montre L'évolfution
de La dépolarisation membranaire. La premigre fleche précise £'ins-
Zant ol La concentration extracellulaire en K est soudainement
augmentée (516 mM), apres 20 minutes de pretraitement de La §4ibre
en miliew de neﬁe&ence NO,;™. La seconde fLeche précise Le netour
aux condi{tions 4n411a£@4(m&£4@u de néférnence NO5™).

6 - Mise en évidence de deux composantes au courant entrant et

analyse du décours de la contracture

GAINER (1968), sur la fibre musculaire de homard, montre que la

s - + . . .

contracture potassique est couplée avec 1'influx de ca® qui accrolt ainsi
la concentration interne et participe 3 l'activation des protéines contrac-

tiles. De méme, il a pu €tre montr&, sur 1'Amphioxus, que la secousse peut
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Stre produite par 1'influx de Ca** résultant de 1'accroissement de la per=-
méabilité au Ca'’ durant le potentiel d'action et que le ca** mobilisé par
la caféine n'est pas nécessaire au développement de la secousse (HAGIWARA
et coll., 1971). Sur cette méme préparation, HAGIWARA et KIDOKORO (1971)
montrent 1'existence de deux mécanismes indépendants pour 1'augmentation
de la perméabilité ionique de la membrane musculaire, 1'une au Na+,

1'autre au Ca**., De méme, sur la fibre musculaire de grenouille, BEATY et
‘STEFANI (1976 a), aprd@s avoir montré en présence de TEA, 1'existence d'une
réponse dépolarisante, lente, attribuée 3 1'augmentation de la conductance
membranaire au Ca**, précisent (1976 b) 1'existence de deux courants en-
trants, 1'un de nature sodique suivi d'un autre, lent, de nature calcique,
L'existence de deux courants entrants est par ailleurs bien connue au ni-
veau des préparations cardiaques atriales et ventriculaires (ROUGIER et
coll., 1968, 1969 ; BERNARD et coll., 1968 ; BESSEAU et GARGOU&L, 1969 ;
BESSEAU et coll., 1969 ; GARNIER et coll., 1969 ; OCHI, 1970 ; TARR, 1971).
La participation au courant entrant de deux composantes est &galement
montrée sur la fibre musculaire squelettique rapide de rat (DUVAL et LEOTY,
1977). De plus, des contractures potassiques biphasiques sonﬁ enregistrées,
sur la fibre musculaire squelettique de grenouille, poui lesquelles le
Ca*t ne semble pas requis (COSTANTIN, 1971). Il apparalt que le décours
biphasique de la contracture résulte du décours biphasique de la dépolari-
sation dans le systéme T. La dépolarisation directe du systéme T par diffu-
sion du K' dans la lumidre du tube est un processus relativement lent et
serait probablement responsable de la composante lente de la contracture.
De m@me, l'activité mécanique dﬁ trabécule sinoauriculaire de grenouille,
présente une ou deux composantes suivant la durée de la dépolarisation.
C'est ainsi que lorsque la durée d'une impulsion dépolarisante exceéde

100 ms et que sén amplitude atteint + 75 mV; en potentiel jmposé,il appa-
ralt une seconde composante au phénoméne mécanique qui consiste en 1'appa-

rition d'une contraction lente suivant la contractioﬁ‘rapide initiale
(LEOTY et RAYMOND, 1972). La contraction initiale rapide est produite par

_un influx de Ca** associ& au courant lent entrant alors que la contraction
lente est indépendante du courant entrant. Au niveau de cette préparation,
la réduction du Ca** (de 7,2 3 0,45 mM), en milieu pauvre en Nat, altére le
courant entrant lent et réduit la contraction. L'existence de deux compo-
santes au niveau de l'activité mécanique du trabécule auriculaire de gre-~

.nouille a également &té montrée dépendante de deux sources de "calcium acti-
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vateur" (VASSORT, 1973) : la composante "phasique" est directement relide
au courant lent entrant et dépend des ions Ca** externes alors que la com-
posante “"lente" ne dépend pas directement de la présence de Ca*? extracel-
lulaire, mais du Na* (HORACKOVA et VASSORT, 1976 a et b). L'importance du
Nat et son remplacement par le Li* au niveau d'une telle préparation a &té
bien analysée par VASSORT (1972). Au niveau du muscle semi-tendineux de
grenouille, BEZANILLA et coll, (1972) montrent que la substitution de 77 mM
de Nat par du Li* (maintenant ainsi 43 ml de Na*), n'affecte pas la ten-
sion tétanique durant une période de stimulation. Sur la fibre musculaire
de barnacle, ALLEN et HINKE (1971) montrent que 1'échange entre le Nat et
le Li%, lorsque la préparation est baignée dahs un milieu Lit, s'effectue
en deux phases : une rapide durant la premi8re heure et une phase plus len-
te ensuite. A la fin de la premiére heure, il reste environ 50 p. 100 de
Na* dans la fibre., La diminution de la concentration interne en Na' est
également constatée, au nivéau de la fibre de crabe, par VAUGHAN JONES
(1976) lors de la substitution du Ka‘* externe par le Li*. De plus, le Li¥
influence 1'influx de Ca' ' puisque DIPOLO (1973) montre que le remplacement
de tout le Na' externe par le Li*, en présence d'une haute teneur en Na%
interne (105 mM), au niveau de la fibre de barnacle,’entraine une augmen-
tation de 1'influx de Ca**, En fait, 1'entrée de Ca't dans la fibre muscu-
laire de barnacle est étroitement dépendante des concentrations interne et
externe de Na* (DIPOLO, 1973). Enfin, sur cette m@me fibre de barnacle,
MURAYAMA et LAKSHMINARAYANAIAH (1977) indiquent que similairement 3 la
choline, le Li* utilisé en substitution du Na¥ de la solution externe,

n'affecte pas le courant entrant,

Au niveau de notre préparation, il importait de voir si le Li+,
qui rentre donc dans la cellule et prend la place du Na+, va entrainer une
diminution du phénoméne mécanique par inhibition de la libération de Ca™'
par le reticulum sarcoplasmique. La présence de Lit, & la place du Na+, au
niveau des myofilaments ne modifie en fait pratiquement pas la tension déve-
loppée par ces myofilaments isolés (chapitre III)., Toutefois, afin de mieux
visualiser tous ces phénoménes, et de voir l'existence éventuelle de deux
composantes au courant entrant, il importe de se placer dans des conditions
telles que le phénoméne électrique ainsi que le phénoméne mécanique soient

d'analyse la plus simple possible et, de ce fait, non perturbés par la
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présence d'une rectification retardée. Aussi, pour l'ensemble des expé-
riences qui vont maintenant €tre décrites, le milieu de référence est tou=-
jours additionné de 58 mM de TEA qui inhibe en grande partie le courant
dynamique retardé (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 ; BRULE et coll., 1976).
La mise en évidence du courant dynamique entrant, par 1'intermédiaire de
la variation du potentiel de membrane, &tait ainsi plus aisée, et d'autant
plus qu'il est possible de freiner la libération de ca*t par le R.S. en
remplacant le Nat par 1le Li*. Pour cette &tude, la concentration extracel-
lulaire en Cl~ est normale, et la dépolarisation est provoquée par un mi-
lieu trds enrichi en K' (516 mM, soit 40 fois la concentration externe de

référence) remplagant mM 3 mM le chlorure de lithium ou le chlorure de

sodium,

6.1. Existence de deux composantes en présence de Na*

Les fibres musculaires, isolées, sont prétraitées, par le
milieu de référence additionné de 58 mM de TEA, pendant 20 minutes, avant
d'étre soumises 3 l'action du milieu riche en K* additionné de TEA. Dans
de telles conditions, il apparalt nettement, comme la figure 67 en donne

un exemple, une contracture potassique qui présente deux phases, 3 savoir
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une premiére phase rapide qui diminpe puis une seconde qui se maintient
plus longtemps. La tension maximale enregistrée lors de la lére phase
est de 4,07 + 0,18 Kg.cm"2 (n = 6) alors que celle correspondant 3 la

2éme phase n'est que de.2,57 * 0,54 Kg.cm'z. De plus, la lére phase est

rapide en ce sens qu'elle présente son maximum aprés 0,15 * 0,03 seconde

alors que la 2éme ne présente son maximum qu'aprés 3,17 * 1,01 secondes (n = 6).

Parallélement, le phénoméne &lectrique présente un décours en deux phases.
.La premiére phase de la dépolarisation trés rapide et tré&s ample (présence

d'une inversion de potentiel .atteint une valeur au moins Egale 4 + 30 mV

-

puis revient trés rapidement 3 une valeur légérement inférieure au O de
potentiel, Ensuite, le deuxiéme temps de la dépolarisation consiste en un
maintien de cette dépolarisation au O de potentiel, L'activation apparait
pour une valeur de potentiel de - 42,6 + 3,7 mV. Le prétraitement simultané
en TEA (58 mM) et en Mn** (10 mM) entrafne la suppression de la phase rapi-
de de la contracture potassique et une modification du phénoméne &lectrique
ainsi que l'atteste la figure 68, En effet, la composante "phasique" cor-
respondant d la phase rapide est pratiquement annulée puisque la tension

n'est plus égale qu'a 0,29 + 0,21 Kg.cm~2, Par contre, la composante lente

Figure 67

Dépolarisation membranaine et contracture potassique d'unefibre
musculaine squeletiique isolée de crabe produites parn un accrolshse~
ment soudain de La concentration extracellulaire de K* (de 12,9 @ 516 mM)
en pnésence de TEA (58 mM).

++

La conceptration en Lons gu miliew de n€fgrence TEA est : Ca’’ =
11,8 mM ; Mg"" = 23,6 mM ; Na” = 515,6-mM ; K =12,9 mM ; TEA* = 58 mM ;
CL™ = 654,7 mM ; CO3H = 2,6 mM. L'accroissement de La concentration
en K est nealise en remplacant mM a mM La plus grande partie des Lons
"Na¥ du milieu de néfénence TEA par des iohs K*. -

Le thace est present? en deux parties. Pouwr chacune des parties
La trhace du haut montre L'évolution de La tensdion mécanique de con-
Dactune ; La thace centrale donne La calibration en temps (1 Zop Zoutes
Les secondes avee absence de trace @ La dixi2me seconde); La thace du
bas montre L'évolution de La dépolarisation membranaire. La 4L2che
précise L'instant ol La concenthatlion extracellulaine en K est sou-
dainement augmentée (516 mM), apnds 20 minutes de prétraitement de fa
gibre en milieu de néférence TEA.
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est plus importante puisque la tension at;einf une valeur -de 3,49 + 0,25
Kgecm™2 (n = 6). Dans ces conditions (présence de Mn**), 1'augmentation de
tension correspondant 3 cette deuxiéme phase peut s'expliquer dans la mesure
ol aucune tension n'est développée auparavant et ol de ce fait la concen-
tration interne faible en Ca** permet une plus grande entrée de ca*t 1lige

3 1'activation lente de la conductance membranaire au Ca**, Le maximum de
tension correspondant 3 la premiére phase, bien que quasi inexistante, est
atteint aprés 0,07 + 0,02 seconde alors que celui de la seconde phase 1'est
aprés 4,28 + 1,54 secondes (n = 6). Quant au phénoméne électrique que cons-
titue la dépolarisation, il révéle 1ld encore une inversion de potentiel
cependant plus faible puisqu'il n'atteint que + 16 mV en moyenne

(+ 16 + 4 mV ; n =9) mais plus durable, et que le potentiel, aprés avoir

2 Kg.cm-z:}
1s [
A
0 | ‘1———————-
>
g
~80 + ++
K 516mM + TEA 58mM + Mn 10mM
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atteint la valeur la plus positive revient lentement 3 la valeur O (plus
de 500 ms sont requises). Il faut mentionner aussi que le seuil d'activa-
tion de la conductance membranaire responsable du courant entrant se pro-
duit alors, en présence de Mn**, pour une valeur moyenne de potentiel
égalea- 28,4 + 7,3 wV (n = 9). En fait, il semble que les ions Mn** pro-
voquent 1'inhibition de la phase rapide de la contracture par le biais de
leur action au niveau de l'activation de la conductance initiale aux ions
‘Ca++. Ainsi, cette inhibition par le Mn** de 1l'entrée précoce de Ca*?t
laisse & penser que la composante initiale "rapide" de la contracture est

++

bien liée & 1'entrée de Ca”". La seconde phase, lente, de la contracture

peut résulter de l'existence d'une deuxidme composante au courant entrant,
non bloquée par les ions Mn** et qui s'activerait pour un seuil de poten-
tiel plus élevé, moins négatif. Comme par ailleurs, il est montré que 1'in-

flux de ca*t permet la libération de Ca** par le R.S.et que 1'absence de

-~

Na* du milieu intracellulaire, remplacé par du Li*, conduit 3 une libéra-
tion moindre de Ca** par le R.S., il apparalt ainsi que 1'apport de Li*
doit permettre de mieux discerner ce qui revient, dans la contracture,
aux deux composantes de courant entrant et leurs effets sur la libération

de cat* par le R.S.

Figunre 68

Dépolarisation membraraire et contracture potassique d'une
§ibre musculaine squelettique Ls0lée de crabe produites par un,
accn04AAement soudain de La concentration exinacelkuﬁa&&e de K
(de 12,9 mM & 516 mM) en présence de TEA (58 mM) et de Mn'™ (10 mM).

La concentratign en Lons du eu-de néférence TEA-Mn st s
ca’l = 11,8 mi ; A = 23,6 mi ; M = 515,6 md ; KI = 12,9 md ;
TEAY = 58 mi ; Hn** - 10 mi 3 cL = ¢74 7 md 3 COsH™ = 2,6 mM. L'ac-
CﬂO&Abement de La concentnation en K eAt+néa£iAé en &empﬂagant
md a mif La plus grande pzthe des Lons Na  du milieu de néférence
TEA=Mn" par des Lons K7,

Le thacé est présenté en trnois parnties. Pourn chacune deé par-
ties : La trhace du haut montrne L'evolution de La tensdion mécanique
de contracture ; La trace centrale donne La calibration en temps
(1 top toutes Les secondes avec absence de frace d La dixiZme se-
conde) ; £a trace du bas montre L'évolution de La dépolarnisation
membnanaaﬁe La §eeche précise L'instant ol La concentration extra-
cellilaine en K est soudainement augmentée (516 mM). apnes 20 minu-
Zes de prétraltement de La f4ibre en milieu de néference TEA-Mn
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6.2, Evolution des composanteé de la contracture et du

potentiel de membrane en milieu Li*

Les fibres musculaires sont préalablement baignées, pen-
dant 40 minutes, dans le milieu de référence ol le NaCl a été remplacé mM
& mM par le Li Cl. En effet ce temps est nécessaire pour permettre un rem-
placement suffisant du Na‘ intracellulaire par du Lit (50 p. 100 de rem=-
placement aprés une heure sur la fibre de barnacle comme le montrent ALLEN
et HINKE, 1971). Elles sont ensuite placées dans le méme milieu additionné
de 58 mM de TEA, pendant 20 minutes, avant d'@tre soumises 3 l'action du
milieu riche en K*. Sous 1l'action d'un tel milieu, la contracture biphasi-
que est accentuée ainsi que le montre la figure 69. La premiére phase pré-
sente un maximum &gal a 1,82 + 0,28 Kg.c:m"2 qui est obtenu aprés 0,12 + 0,04
seconde (n = 6), alors que pour la seconde phase, plus lente, le maximum
n'est que de 1,18 + 0,53 Kg.cm™2 et n'est atteint qu'aprds 2,9 +0,98 se-
condes. Quant au phénoméne électrique, il conserve le m€me décours qu'en
présence de Na¥* si ce n'est que la caractéristique biphasique de la varia-
tion du potentiel est plus nette ; la phase initiale de dépolarisation con=~
duit 3 une inversion de potentiel de + 30 mV et la seconde phase correspond
d un maintien du potentiel 3 une valeur voisine du O de potentiel., L'acti-
vation initiale intervient dans ces conditions pour un potentiel égal 3
~ 34 + 0,5 mV, Si, en présence de Li*, 1'allure biphasique est maintenue,
il est & souligner que la tensicn mécanique développée par la fibre lors
des deux phases, rapide et lente, est bien plus faible. Il est toutefolis
possible de constater que les rapports des tensions de la phase rapide et de
celles de la phase lente,respectivement en milieu Na* et en milieu Li%*, sont
équivalents (2,24 et 2,18). Le phénoméne &lectrique n'@tant quasiment pas
perturbé, il semble vraisemblable d'attribuer la diminution de l‘ampleur
du phénoméne mécanique en milieu Li* 3 la réduction voire 1'inhibition de
la libération du Ca** par les citernes du R.S..De plus, si tel est le cas,
cette libération de ca*t par le R.S. interviendrait par ailleurs trés tot,
dés la premiére composante du phénoméne mécanique., Cette derniére hypothése
est d'ailleurs en accord avec les résultats de BRULE et coll. (1978) obtenus
sur la méme préparation ; ils montrent, qu'en milieu Li¥, le potentiel d‘'ac-
tion augmente en amplitude (présence d'une inversion de potentiel, absente
normalement en présence de Na+). Ce résultat ne peut s'interpréter qu'en

considérant le maintien en présence de Li% de la "driving force" aux ions
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ca** 3 une valeur élevée, d'autant que MURAYAMA et LAKSHMINARAYANAIAH (1977)
sur la fibre de balane montrent que les ions Lit sont sans effet sur la rec-

tification retardée et que, dans nos conditions expérimentales, le TEA est

présent. g
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Flgure 69

Dépolarisation membranaine et contractune potassique d'une
gibre musculaine squelettique is0lée de crabe produites par yn ac-
crnodssement soudain de La concentration extracelfulaire de K* (de
12,9 a 516 mM) en presence ‘de TEA (58 mM), de Li (513 mM) rempla-
cant Les Lonk Na' (neste 2,6 mM sous 4orme de COsH Na' ).

+4 L@ concentratign en Lons du milieu de rnégérenc LiT-TEA est
Ca = 11,8mM ; Mg~ = 23,6 md ; Na = 2,6 mM ; LL = 513 mM ;
K =12,9 mM ; TEA* = 5§ mM CZ 6§4 7 mM ; CO3H = 2,6 MM, L'ac-
ccrolssement de La concent&at&an en K es neaﬁiAe en nemoﬂagant
mM, a mM La plus ghande  partie deA Lons L4 du m&ﬁ&eu de néfénrence
LiT-TEA par des Lons K . -

Le thace est prnésenté en deux parties. Pour chacune des paL-
Lies : La trhace du haut montre L'évolution de La tension mécanique
de cont&aciune ; La trace centrale donne La calibration en temps
(1 Zop toutes Les secondes avec absence de thace & La dixiéme hse-
conde) ; La trace du bas montre L'évolution de La dépolarisation
membnanaLne La fLeche précise L'instant oi La concentration extra-
celtulaine en K est soudainement augmentee (516 mM), apres 20 mi-
nutes de pneina&tement de La §ibre en milieu de négénence L4 -TEA
qui fait suite d un p&einaLtement de La f4ibre de 40 minutes dans Le
méme miliew Li mais sans TEA.
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Le prétraitement de la fibre en Lit et Mn** (10 mM) se traduit
également, comme dans le.cas du milieu renfermant du Na+, par une suppres-
sion de la phase rapide de la contracture potassique, La figure 70 montre
en effet que le décours du phénoméne mécanique, tout comme par ailleurs
celui concernant le phénoméne électrique, est trés peu différent de celui

obtenu en présence de Nat et de dMn**

. La seconde phase de la contracture
est lente et durable, et la tension maximale enregistrée est dans ce cas
de 0,87 + 0,25 Kg.cm"2 (n = 6). Ce maximum n'est atteint qu'aprés

3,28 + 0,66 secondes. La encore, le phénoméne &lectrique que constitue la
dépolarisation conduit 3 une inversion de potentiel de grande durée (de
1'ordre de 0,91 seconde). De méme, le seuil d'activation se produit en mi-
lieu Lit et mn** pour une valeur de potentiel beaucoup plus élevée (de

- 26,3 + 4,6 mV)., Toutefois, en ce qui concerne la tension développée, il
faut préciser que si en absence de Mn't, le rapport des tensions maximales
des composantes rapides et lentes en présence de Na* et de Li*

(T, Na*/ T, Li*) est trés voisin de 2,2 ; en présence de Mn**, la tension
correspondént d la phase lente est 4 fois plus forte, en présence de Na*
qu'en présence de Li*. Ce rapport plus grand (presque multiplié par un fac-
teur 2) en absence de composante rapide pourrait €tre interprété en tenant
compte d'un gradient de concentration de Ca** entre 1'intérieur du R.S. et
le myoplasme plus &levé dans la mesure ol le premier influx inhibé n'a donc
pas permis une premiére lib&ration de Ca** par le R.S. dans le myoplasme.
Cette augmentation du rapport peut &galement résulter d'une absence d'en-
trée de Na' en milieu Li* dans la mesure ol HAUDECOEUR (1975) montre qu'en
milieu dépourvu de Ca** et contenant du TEA, dans des conditions de poten-
tiel imposé, se développe une composante lente de courant entrant, portée
par les ions Nat ét dans la mesure ol un courant entrant de Na® peut ren-
dre compte d'une libération de ca*t par le R.S. au niveau des fibres sque-
lettiques et cardiaques de grenouille (CAILLE et coll., 1977 a et b ;
GARNIER et coll., 1977). Toutefois, si comme il peut @tre supposé, les
différentes phases de la contracture dépendent d'une entrée de Ca*t, on
doit s'attendre 3 ce que la suppression du Ca** extracellulaire conduise
134 encore 3 une annulation des différentes composantes de la contracture,
comme celd a déja été observé en milieu pauvre en C1~ (Fig. 63, cf. para-

graphe précédent).
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Figure 70

Dépolarnisation membranaire et contrhacture potassique d'une §4-
bre musculainre squelettique £s0lée de crabe produites par un acchods-
sement soudain de La concentration extracgflulaire de K* (de, 12,9 a
516 mM) en pr2sence de TEA-(58 mM), de Mn = (10 mM) et de L{ (513 mM),
nemplagant Les Lons Na  (reste 2,6 mM sous forme de C03H Na )

La ggnceninatLon en igné du milieu de+&eﬁenence L4 -Mn *_TEA
est : Ca =11 8+m ; Mg 23,6 mM Na 2,6 mM ; L4L 513 mM
K =12,9 mM ; Mn = 10 mM ; TEA 58 mM CK W 674 FmM ; COsH =
2,6 mM. L' accA04AAemenz de Ka concent&at&on en K esxt neaZLAe en fem-
pkagant mM,a mM £a plus grande partie, des Lons L4 du milieu de #B-

gerence L4, Mn , TEA pan des Lons K.

Le thace est prisent? en thois parties. Pourn chacune des par-
Lies : La trace du haut montre L'évolution de La tension mécanique
de contractune ; La trace centrale donne La calibration en temps
(1 Zop toutes Les secondes avee absence de trace & £a dixiime se-
conde) ; La trace du bas montre L'évolution de La dépolarnisation mem-
bnanaa&e La §Lgche pricise £'instant ol La concentration extra-
cellulaire en K est soudainement augmentée (516 mM) apres 20 . .
minutes de P&QI&&LIQMQHI de fa fibnre en milieu de héfénence Li -Mn -
TEA qui fait suity a un prétraifement de La ’Lbne de 40 minutes dans
Le meme milieuw L4 mais sans TEA et sans Mn**
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6.3. Evolution des deux composantes en milieu dépourvu

Comme pour lés expériences précédentes, les fibres sont
placées dans un milieu contenant 58 mM de TEA pendant 20 minutes. Elles
sont ensuite baignées par un milieu dépourvu de Cca** pendant 20 secondes
avant d'8tre soumises & l'action du milieu enrichi en K* (40 fois la nor-
male). En effet, si 1'influx de Ca*t est un maillon indispensable pour le
déclenchement de la contracture, la suppression du Ca*t externe,diminuant
sans délai 1'influx de Cat*, doit dans un laps de temps trés bref conduire
4 une suppressionoi i une diminution importante de 1'amplitude de la con-
tracture ; c'est la raison pour laquelle un temps de 20 secondes a &té
choisi, Dans de telles conditions, la suppression pendant 20 secondes du
Ca*t externe, en présence de Mg**, conduit 3 une diminution, voir a une
suppression selon les fibreé testées, du phénoméne mécanique ainsi que
1'attestent les figures 71 et 72, De méme, la vitesse de la phase de dépo-
larisation est considérablement réduite. C'est ainsi, que dans le cas ou
la réponse mécanique est possible, le ph&noméne &lectrique biphasique ne se
traduit initialement que par une tré&s faible inversion de potentiel, le
potentiel de membrane se stabilisant ensuite 3 une valeur nettement néga-

tive (= 15 mV) (Fig. 71).
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Sur d'autres préparations (Fig.‘72)-le phénoméne électrique ne
peut €tre séparé en deux'phases. Sur cing fibres testé&es dans ces condi-
tions, deux d'entre elles ont répondu comme dans le cas de la figure 71 et,
la tension maximale développée lors de la premidre phase est dans les 2 cas
de 2,35 Kg.cm“z. Pour les trois autres, les tensions sont extrémement ré&-
duites (0 ; 0,5 et 0,14 Kg.cm"z). Il apparait donc que la présence de
Ca*t soit indispensable au développement des deux composantes (rapide et

lente) de la contracture.

Si au cours du prétraitement par le TEA sont ajoutés, comme pour
les expériences précédentes, des ions Mn't (10 mM), le phénoméne mécanique
est, dans tous les cas, aboli. Sur quatre fibres test@es en absence de Ca*t
et en présence de Mn™*, (la suppression du Ca** n'intervenant 13 encore que 20
secondes avant 1'application du milieu enrichi en K*) aucune n'a développé
de tension mécanique puisqué la moyenne est de 0,05 + 0,10 Kg.cm‘z. Cepen=-

dant, le phénoméne Electrique a un décours voisin de ceux observés en pré-

Figure 71

Depolarisation membranairne et contracture potassique d'une §4-
bre musculaine squelettique isolée de crabe produites pP@L un accrols-
sement soudain de La concentration extracellulaire de K, {de 12,9 a
516 mM) en présence de TEA (58 mM) et en absence de Ca .

La conceptration en Lons du milieu de néférnence TEA (58 mM] sans
ca’’ est :_Mgﬁ‘j: 23,6 mM ; Nc_xg = 515,6 mM ; K 12,9 mi ; TEAl -
56 mM ; CL = 631,71 mM ; COsH = 2,6 mM. L'accroissement de La con-
centration en K est glons rnealist en remplacant m¥ a mi La plus gran-
de parfie des Lons Na  du milieu de négénence TEA sans Ca = par des
Lons K .

Le trhacé est présenté en deux parties. Pour chacune des parnties :
La trace du haut montre L'évolution de La tension mécanique de con-
buactune ; La trace centrale donne La calibration en temps (1 top
Zoutes Les secondes avec absence de trace d La dixisme seconde) ; La
Trace du bas montre L£'evolution de La dépolarisation membranaire. La
§Leche précise L'instant ol La concentration extracellulaire en K
est soudainement augmente (516 mM), apnds 20 secondes de ppgtraite-
ment de La 4ibre en milieu de néférence TEA (58 mM) sans Ca’ , qui
fait suite a un pretraitement de La fibre de 20 minutes dans Le méme
milieuw TEA mais contenant des ions Ca (17,8 mM).
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sence de Mn** et de Ca**, bien que l'inversion de potentiel soit plus fai-
ble et que le potentiel de membrane se stabilise 3 une valeur nettement
négative .(~ 18 mV) (Fig. 73). Dans de telles conditions, 1'absence de Ca‘t

et la présence de Mn** suppriment la possibilité d'une entrée de ca*t.

Figuwie 72

- Depolanisation membranaire (sans développement de contracture
potassique) d'une §ibre musculaire squelettique isolée de crabe pro-
duite pgr un accroissement soudain de La concentration extracellulai-
ﬁe de K" (de 12,9 a 516 mM) en présence de TEA (58 mM) et en absence

e Ca .-

La concentration en ions du milieu de néfgrence TEA (58 mM] sans
ca’t est MgW= 23,6 mM ; Nag = 515,6 mM ; e 12,9 mM ; TEAl =
56 mM ; C&7 = 631,71 mM ; COsH = 2,6 mM. L'accroissement de £a con-
centration en K est qlons nealise en nemplagant mM @ mM fa plus gran-
de partie des Lons Na' du milieu de négérnence TEA sans Ca par des
Lons K°° .

Le thacé est prnésents en deux parties. Pour chacune des parties :
La trace du haut montre Le développement d'une tres brive et ires
daible tension mécanique ; La trace centrale donne £a calibration en
temps (1 top toutes Les secondes avec absence de trace a La dixieme
seconde) ; La trace du bas montre L'évolution de La dépolarisation
membranaine. La,gLeche précise L'instant o La concentration extra-
cellulaine en K est soudainement augmentée (516 mM), apres 20 secon-
des de prétraitement de fa gibre en milieu de réference TEA [58 mM]
sans Ca ', qui fait suite @& un prétrnaitement de La {ibre de 20 minutes
dans Le méme milieuw TEA mais contenant des Lfons Ca*+ (11,8 mM).
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Figure 73

Depolarnisation membranaine (sans développement de contractwie
potassique) d'une fibre musculaire squelettique isolée de crabe
produite par un accroissement soudain de La concentration extra-
ceffulaire de K° (del2,9 a-516 mM] en présence de TEA (58 mM), de
M ® {10 mM) et en absence de Ca .

La conceptration en Lons du miliew de néfgrence TEA, M’ " sans
Ca  est :+Mg = 23,6 mM_; Na~ = 515,6 mM ; K = 12,9 mM ; TEA =
58 mM ; Mn- =10 mM ; CL = 651,7 mM ;. CO:H = 2,6 mM. L'accrols-
sement de fLa concentration en K est alorsy néalise en remplacant
mM a mM_fa plus giande partie des fons Na du milieu de néference
TEA, Mn'~ sans Ca = par des ions K . .

Le trhacé est prnésenté en trnols parnties. Pour chacune des par-
tles : La trace du haut névele L'absence de développement de fen-
sdon mécanique ; La trace centrnale donne La calibration en femps
(1 top toutes Les secondes - -avec absence de frace a La dixieme se-
conde) ; La trace du bas montre L'évolution de La dépolarisation
membranaire. La gleche précise L£'instant od £a concentration extra-
cellubaine en K est soudainement augmentée (516 mM), apres 20 se- .
condes de pretraitement de La 4ibre en milieu de nigérence TEA, Hn
dans Ca ", qui fail suite a un prétraiiement de La §ibre de 7§ minu-
tes dans Le méme mifiew TEA, Mn** mais contenant des ions Ca (11,8 mM).
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Cependant, le maintien d'une réponse &lectrique (Fig. 73)‘permet de penser
que la deuxiéme composante pourrait €tre, dans les conditions normales, a
la fois calcique et sodique. Dans ces conditions, le remplacement du Na*
externe par le Li*, en absence de Ca**, pourrait modifier 1'allure du phé-
nomeéne électrique. Pour cette expérimentation, les fibres sont piéalable-
ment prétraitées pendant 40 minutes dans le milieu de réfé&rence dont le

Lit remplace le Na*, puis pendant 20 minutes dans ce méme milieu additionné
de TEA (58 mM), puis enfin, pendant 20 secondes en milieu Li*-TEA sans cat*,
Dé&s lors, comme le montre la figure 74, l'application du milieu enrichi en
K* provoque le développement d'un phénoméne mécanique phasique et rapide

de trés faible amplitude rendue possible, selon toute vraisemblance, par

la présence d'une faible quantité d'ions Ca’™ dans la lumidre des tubules
(la privation de Ca** n'@tant survenue que 20 secondes avant la dépolarisation
produite par le K* en excés). La tension n'est en effet que de 0,26 + 0,23
Kg.cm"2 (n = 4), car la présence de Li* inhibe la libération de ca*t par

le R,S, La seconde composante n'est en aucun cas visible, dans ces condi-
tions, contrairement 3 celle enregistrée en absence de ca™ et en présence

de Na' (pour les fibres présentant une réponse, voir figure 71).

Il est donc ainsi montré que le Ca*t extracellulaire est indis-
pensable au développement de la contracture et que de plus, son absence
entraine trds rapidement (20 secondes) une diminution voire une annulation

d'un influx de Ca*t indispensable au développement de la contraction.

1 Kg.aﬁ'z:l N
o S -

CO=

~-80
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6.4, Evolution des deux composantes en milieu Lit
++)

(les ions Srt* remplacant les ions Ca

Des travaux effectués en voltage imposé sur les fibres
atriales de grenouille montrent que l'addition d'ioms ca*® ou d'ions Srtt
augmentent 1'amplitude du courant lent entrant (BERNARD et coll., 1974).
Sur cette méwme préparation, ces auteurs montrent également que le rempla-
cement du Ca‘? par du sr** augmente considérablement la durée du potentiel
d'action. Sur le ventricule de mammifé&res, GUILBAULT (1966) observe un
retard de la repolarisafion. De méme, le remplacement des ions ca™t par
des ions Sr** dans le liquide de perfusion produit, sur le ventricule de
roussette, un effet inotrope positif (GUILBAULT et coll., 1963 a et b).

Au niveau du ventricule de crapaud, BASS et coll. (1975) observent égale-

ment une augmentation de la tension isométrique lorsque le Sr¥* est utilisé

Figute 74

Dépolarisation membranaine et tension mécanique d'une fibre
musculaire squelettique is0fée de crabe produltes par up accrods-
sement soudain de La concentration extracelfulaire de K (de 12,9
a 516 mM) en présence de TEA (58 mM), de L (513 mM) nempﬁagani
Leb igns Na' (neste 2,6 mM sous gorme de COsH Na' ) et en absence
de Ca

L La concen;nation en &anA gu milieu de aégenence Lt » TEA sans
Ca eAt Mg = 23,6 mM ; 2,6 mM ; LT = 513 mM ; K = 12,9 mM ;
TEAY = 58 mM ; CO L= 631,1 mM COaH 2, 6 mM. L' accno&Aéemeni de Za
concenination en K est a{onA néaﬂiéé en nempﬂagani#mM a md La plt
grande partie des Lons Li du milieuw de neference Li, TEA sans ca
por des Lons K .

Pour L'ennegistrement : La trace du haut montrne L'évolution de

La tension mécanique ; La trace centrhale donne fa calibration en
temps (1 fLop toutes Les secondes avec absence de frace a La dixiZme
seconde) ; La trace du bas montrhe L'évolution de La dépolarisation
membranaine. La+ﬁ£éche précise L'instant ol La concenthation extra- .
cellulaine en K est soudainement augmentée (516 mM}, apres 20 se-
condes d¢ prétraitement de La gibre en milieu de néference LT, TEA
sans Ca , qui fait suite & un pretraitement de La 54bne de, 20 minu-
tes dans Le meme milieu LT, TEA mais contenant des ions Ca’ (11,8 mi)
qui falt Lul-meme suite & yn pretraitement de La fibre, pendant 40

ggt%?l ?anﬁ)ﬁe milieu LL dépourvu de TEA mais contenant Les Lions

m .
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comme substitut du Ca**, Ce phénoméne est 1ié 3 la prolongation du potentiel
d'action observée par ces mémes auteurs, Par ailleurs, les ions Sr**,'tout
comme les ions Batt et Ca++, qui provoquent la libération de ca*t des
stocks intracellulaires, peuvent produire des contractures myocardiques
(voir SLAVICEK, 1972). Toutefois, en présence d'ATP, la libération de Ca**
induite par le Sr** et la libération de Sr** induite par le Ca*™* sont
partielles et transitoires probablement parce que ces deux cations sont
.compétitifs pour un syst&me transporteur commun (MERMIER et HASSELBACH,
1976).-L'accumulation de Sr** par le R.S. est & peu prés proportionnelle

3 la concentration de Sr¥* externe. De méme ASHLEY (1967), A la suite de
son étude sur l'efflux de Sr8? des fibres de balane, suggdre que cet ion
est 1ié et mobilisé 3 1'intérieur de ces fibres de la méme maniére que le
ca**. Cependant, au niveau de la fibre musculaire de homard, GAINER (1968)
précise que les sites calciques impliqués dans le couplage excitation-
contraction sont hautement sélectifs aux ions Ca** et méme les ions Sr*¥,
qui se rapprochent étroitement des ions ca*t quant 3 leurs effets dans
d'autres systémes, ne sont pas capables de restaurer les contractures
pétassiques au niveau de fibres privées de ca**. Paralldlement, cet auteur
montre que le décours de la dépolarisation est modifié, et si le maximun
atteint est sensiblement le méme, la vitesse est considérablement réduite
en nilieu Sr**, Au niveau de la fibre musculaire de crabe, MOUNIER et

++

VASSORT (1975 a) montrent que le courant entrant en milieu Sr'" se trouve

accru,

En ce qui concerne notre expérimentation, la fibre de crabe est
d'abord prétraitée, pendant 40 minutes dans le milieu de référence ou le
Lit remplace le Na¥ et ou le Sr** remplace le Ca**, Elle est ensuite pla-
cée en présence de ce meme milieu additionné de 58 mM de TEA pendant
20 minutes avant d'@tre soumise & l'action du milieu enrichi en_K+. Dans
de telles conditions, la figure 75 montre que la contracture biphasique
enregistrée en milieu Li*-Ca** (Fig. 69) est considérablement modifiée lors-
que le sr*t est utilisé & la place du ca*t. A premidre vue, en effet, la
' premiére phase rapide de la contracture a disparu, seule persiste une con-
tracture qui se développe lentement. Le maximum de tension équivalent en
moyenne a 1,84 + 0,34 Kg.cm'z n'est atteint qu'aprés 4,70 + 0,92 secondes
(n = 4). De méme, le phénoméne électrique est considérablement modifié par

rapport d celui observé en milieu ol le catt est présent ; 1l se manifeste

N

T T
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par une inversion de potentiel durable et un décours sensiblement analogue
i celui obtenu précédemment dans les expériences en milieu Na*-Ca** ou
Li*-Ca** additionné d'ions Mn** (voir figures 68 et 70). Ainsi, il ne se
manifesterait en milieu Sr**.qu'une composante de courant entrant pour
laquelle le sr*t est, selon toute vraisemblance, capable de remplacer le
ca**. La disparition apparente d'une composante du phénomdne &lectrique
et du phénoméne mécanique montre qu'elle pourrait &tre spécifiquement 1lide
3 un influx de Ca’™*. Ce résultat est 2 rapprocher de celﬁi de GAINER (1968)
qui montre que, sur la fibre de homard, la substitution du Ca** par le Sr**
ne permet pas le maintien de la contracture. Toutefois, la tension plus
faible de contracture (Fig. 75) enregistrée sur la fibre de crabe, en mi~-
lieu Sr**, peut 8tre imputable 3 la présence de Li* remplagant le Na*

extracellulaire.

Dans de telles conditions, il semblait intéressant de connaltre
si le Mn**, inhibant le courant entrant "précoce" de Ca**, peut conduire,

en milieu srt?

, 4 une suppression de la contracture "phasique'", En fait,
la présence d‘'ions Mn** (10 mM) au cours du prétraitement en milieu Li%*
Sr++, aboutit 3 une réduction considérable du phénoméne mécanique ainsi

que l'atteste la figure 76. La tension moyenne qui n'est plus que de

0,85 + 0,38 Kg.cm"2 (n = 5) se développe beaucoup plus lentement qu'en
absence de Mn*t puisque le maximum n'est, cette fois, atteint qu'aprés

8,10 + 0,60 secondes., Parallélement, la vitesse de la phase initiale de
dépolarisation est considérablement réduite et ne présente plus d'inversion
de potentiel., Il semble difficile d'interpréter ce résultat dans la mesure
oli, dans les conditions précédentes (présence de Ca*t extracellulaire), le
Mntt ne semblait pas intervenir au niveau des deuxiémes composantes de
courant et de tension mécanique. Aussi, faut-il, semble-t-il, envisager
qu'en absence de Mnt*, en milieu Sr*t, se développeraient toujours deux
composantes mais que la premiére trés ralentie masquerait la seconde
d'amplitude plus faible., Cette hypoth@se s‘'accorde avec les résultats

(Figs 75 et 76) qui montrent qu'en absence de MntY

le seuil de potentiel
d'activation apparait pour une valeur de - 40 mV alors qu'en présence de
Ma**, le seuil d'activation correspondant au courant lent apparalt pour une
valeur de - 15 i - 20 mV. Bien que le courant entrant de sr** puisse 8tre

plus ample que celui de Ca** (MOUNIER et VASSORT, 1975 a) le maximum de
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tension, de l'ordre de 2 Kg.cm‘z, correspond 3 celui observé (lére compo-

* et de Li* (figure 69) ; la seule variation ré-

sante) ,en présence de ca*
side dans la vitesse d'établissement de la contracture qui peut E€tre expli-
quée par une cinétique plus lente du courant de sr*t*, que celle du courant

de Ca**, résultant en une activation lente des myofilaments.

e e

2 Kg.cm™

2 Kg.cm

N
L

e+ mam et - —t RNV VS S

AT

T




187

Figure 75

Dépolarisation membrandine et contracture potassique d'une §Libre
museuwlaine squelettique isofée de crabe produites par un accrodssement
soudain de La concentration ex;&aceﬁﬂuﬂaihe.de K' (de 12,9 a 516 mM) en
pneéence de TEA (58 mM), de Li (513 mM) remplacant Les Lons Na | [neste

2,6 mM sous forme de C03H Na'}) et de Sn' nemplacant Les Lons Ca
++

La ggncenﬁ&at&on en ¢on4 du milieu de &eﬁe&ance L, st TEA
est : Mg 23,6 mM_; Na_ = 2,6 mM ; Lét = 513 M ; KT 5 12,9 mM
Sttt = 11,86 mM ; TEAT = 56 mM ; CL~ = 654, 7 mM; 003H = 2,6 mM. L ac-
cnOLAéement de Za concenz&at¢on en K* Qéi alons hQaZAAQ en nempﬁagant
mM a mM La plus grande partie des Lons LiY du mitiew de néférence LL+
Snt+, TEA parn des Lons K*.

Le trhacé est prnésent? en quatre parties. Pouwr chacune des par-
ties : La trhace du haut montrne R'évolution de La Zension mécanique de
contractune - ; La trace centrale donne fa calibration en temps (1 Zop
toutes Les secondes avec absence de thace a La dixdeme seconde) ; £a
thace du bas montre L'évolution de La dépolarisation membranaire. La
pnem&e&e gLeche précise L'instant ol La concentration extracellulaire
en K* est soudainement augmentie (516 mM) apres 20 minutes de prné-
trhaitement de La fibre dans Le milieu de né{érence LL*, st TEA, qui
galt suite a un pnexna4£ement de La fibre de 40 minutes dans Le meme
miliew Lit, Si** omais dépourvu de TEA La seconde §Leche précise Le
netowr au milieu de néférence LL¥, Sntt, TEA.
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Figure 76

Dépolarisation membranaire et contracture potassique d'une §ibre
musculaire squelettique £s0Lee de crabe produlfes par un accrolssement
soudain de La concentration extracellulainre de K [del?,9 a 516 wM) en
présence de TEA (58 mM), de Mn™™ (10 M), de Li* (513 mM) nemplagant
Les ions Nat (reste 2,6 mM sous 4onme de COsH Nat) et de Sn™7 nem-
placant Les Lons ca*?

' La concentration en {ons du milieu de xn8férence Li*, Sitt, TEA,.
Mn*t est : Mg*t = 23,6 mM 5 Nat = 2,6 mM 5 LiT = 513 mM ; K' = 12,9 mM
Satt = 11,8 mM ; TEAT = 58 mM ; M = 10 mM ; C&™ = 674,7 mM ; COsH™ =
2,6 mM. L'accroissement de La concentration en K¥ est alons néalise en
nemplagant wM & mM La plus grande parntie des Lons L&t du milieu de né-
fernence Li*, Si*F, TEA, Mn** parn des Lons K+t.

Le trhact est pnésent?é en quatre parities. Pour chacune des parties :
La trace du haut montre L'évolution de La tensdion mécanique de contrac-
twie ; Ra trace centrale donne La calibration en temps (1 top foutes Les
secondes avec absence de trace a La dixidme seconde) ; La trnace du bas
montrhe L'évolution de La depolarisation membranaire. La premiie §Leche
précise L'instant ol La concentration extracellulaire en K est soudal-
nement augmente (516 mM) apnés 20 minutes de prétrnaitement de La 44ibre
dans Le milieu de néférence Lit, Sn*t, TEA, Mn*+, qui fait suite Z un
prétraitement de La fibre de 40 minutes dans Le méme miliew Li*, Snt*
mais dépdurvu de TEA et de Mn*?. La seconde §Leche précise Le retoun
auw milieu de né4érence Lit, Satt, TEA, Mntt.
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7 ~ Conclusion sur le phénoméne de contracture

La dépolarisation de la fibre musculaire de crabe, consécutive &
1'application d'un milieu hyperpotassique,intervient sur le d&cours du
phénoméne mécanique, non seulement par le niveau maximum qu'elle atteint
mais aussi par la vitesse avec laquelle ce maximum est atteint. Ainsi,
des modifications de l'environnement ionique peuvent aboutir & un niveau
-de dépolarisation identique alors que 1'amplitude et le décours du phéno-
méne mécanique correspondant-i la contracture peuvent €tre trés différents.
Une importance considérable dans 1'envir5nnement ionique peut €tre attri=-
buée 3 1'ion Cat*, Cet ion est en effet montré responsable de la phase
rapide du courant entrant et permet l'activation directe, par son influx,
du mécanisme contractile et indirectement par la stimulation de la libéra-
tion de Ca’’ par les citernes du R.S., libération inhib&e par les ions it
(nos r&sultats j; VASSORT, 1973). Il participé également 3 la séconde com~
posante lente du courant entrant qui n'est pas bloquée par les iomns Mnt?t,
Cette seconde composante permet quant i elle le développement d'une compo-

sante "tonique'" de la contracture.

Le phénoméne mécanique peut donc €tre séparé en trois compo-
santes 3 savoir une premiére liée 4 1l'entrée de ca*t correspondant i la
premidre composante de courant entrant, une seconde lide & 1'entrée de
Ca*t correspondant 3 la seconde composante du courant entrant et une troi-
siéme correspondant i la libération du Ca*t des citernes du R.S., libéra-
tion qui est activée dés la preﬁiére composante du phénoméne électrique.
L'importance de 1'entrée de Ca*" est, de plus, montrée &tre dépendante de
1'environnement ionique, notamment en ions Nat et Mg*t, mais également
en C1™. L'existence d'antagonismes Ca**-Na¥ et cat*-Mg*™ a aussi pu &tre
également vérifiée, Le Cl™, quant a lui, est nécessaire pour le développe-~
ment d'une contracture normale ; c'est ainsi que 1e'fémp1acement des ions
Cl™ par les ions NO3_ aboutit 3 une forte réduction du phénoméne mécanique
qui peut s'interpréter par une inhibition de la contraction des myofilaments
malgré 1l'augmentation de leur activité ATPasique (voir chapitres précédents).
D'autre part, les ions Cl~ constituent 1'espéce ionique qui porte la plus
grande partie du courant dynamique sortant, L'inhibition de ce courant

par le TEA favorise ainsi le développement de phénoméne mécanique du fait

T T
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d'une dépolarisation plus ample et contribue & une &tude plus aisée de la
contracture potassique, De plus, l'action connue des ions (anions et éa—

tions) tant sur l'activité ATPasique que sur 1l'activité mécanique propre

des myofilaments isolés, permet de faire la part de ce qui revient au

systéme membranaire et de ce qui revient au systéme myofibrillaire.

Un dernier point doit maintenant 8tre aboxrdé : il concerne le
.couplage excitation-contraction consécutif 3 une bréve stimulation élec-
trique>de la fibre musculaire. Bien que 1'étude de ce couplage soit moins
aisée dans le cas de la secousse musculaire, elle va 8tre abordée, uniquement
dans le cadre des effets des ions divalents Ca** et Mg++ pour lesquels un
rapport optimal est requis pour le plein développement de la contracture

potassique.
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I - PoSITION DU PROBLEME ET CONSIDERATIONS GENERALES

L'apparition d'une conductance membranaire au Ca*t des fibres de
crustacés est une phase essentielle du couplage excitation-contraction
(GIRARDIER et coll,, 1963 ; REUBEN et coll., 1967 ; SUAREZ KURTZ et coll.,
1972 ; nos résultats) dans la mesure ol l'entrée de Catt est requise pour
le développement du potentiel d'action des fibres musculaires de crustacés
(FAIT et KATZ, 1953 ; FAIT et GINSBORG, 1958 ; HAGIWARA et NAKA, 1964 ;
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a). Au niveau d'un tel couplage intervient
€galement un phénoméne important, défini par HILL (1949), qui concerne
1'état actif, De 1'amplitude et de la durée du P A dépend 1'importance de
1'état actif et donc 1'importance du phénoméne mécanique. En effet, une
relation étroite liant par ailleurs la durée et l'amplitude de 1'état actif
a celles du P A, établie par MACPHERSON et WILKIE (1954), laisse entrevoir
que la modification du P A, notamment par le changement de l'environnement
ionique va modifier parallélemeut 1'état actif et donc la secousse résul-
tante. Il est de ce fait difficile de bien cerner la relation liant le P A
a4 la secousse, Cependant, l'amplitude du P A est suffisante dans la mesure
ol sa durée serait relativement importante pour activer au maximum le mé-
canisme contractile, En effet, le niveau de potentiel atteint au sommet du
P A est de fait supérieur 3 ~ 10 mV ainsi que 1l'atteste la figure 77. La
zone de potentiel pour laquelle la contracture passe d'une valeur minimale

4 maximale est en effet comprise entre - 40 et - 18 mV.

Comme les variations de 1l'environnement ionique modifient pro-
fondément le PA (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a ; HAUDECOEUR, 1971, 1975),
seuls les effets de variation des concentrations en ions divalents ca*tt et

*+ seront 8tudiés au niveau de la secousse musculaire dans le but de con-

Mg
: t . . sy . +4 T - G4 - ) .

firmer 1 action inhibitrice du Mg sur l'entrée de Ca™", nécessaire au

développement de la contraction, déja observée lors de 1l‘'étude de la con-

tracture potassique.

IT - TECHNIQUES

La fibre musculaire. isolée de crabe est placée dans la méme cuve

que précédemment (chapitres III et IV). La stimulation &lectrique est
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Figure 77

Potentiel d'action, enregistnée dans Les conditions normales,
obtenu pan application au niveau de La fibre squelettique de
crabe, d'un crnlneau de courant dépofarisant.

La concentration en Lons de La solution est : A 11,8 mM ;
Mg™™ = 23,6 mM ; Na* = 515,6 mM ; K* = 12,9 mMd ; C&™ = 596,7 mM ;
COsH- = 2,6 mM.

La trace supérnieure hornlzontale de L'entegisirnement conres-
pond au potentiel 0 de rZference.

Tracé publié au Jowwmal de Physiologie, Parnis, 1977, 73,
663-674 par BRULE et coll. —

++

effectuée par 1'intermédiaire d'électrodes constituées de plaques d'argent

placées de part et d'autre de la fibre de maniére & obtenir une stimulation

d'ensemble de la préparation, En effet, une stimulation ponctuelle, notam-

ment par microélectrode, déclenche un potentiel d'action qui décrolt géné-

ralement exponentiellement en fonction de la distance (FATT et KATZ, 1953 ;
HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a) témoignant d'une absence de propagation

de type autorégénératif en surface & 1l'inverse de ce qui se passe au niveau

de 1'axone et de la fibre squelettique de vertébrés. De plus, dans de tel-

les conditions de stimulation d'ensemble, il s'avére impossible, d cause

des artéfacts, d'enregistrer simultanément le potentiel de membrane par

microélectrode,
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Lors de 1'étude des effets de milieux de concentrations variées
en ions Ca** et Mg™", les fibres sont préalablement baignées pendant 10
minutes par ces milieux avant d'8tre soumises aux effets de la stimulation

électrique,

IIT - RESULTATS ET DISCUSSION

Les fibres musculaires d'invertébrés ne semblent pas "en appa-
fence" répondre 3 la loi du tout ou rien car la réponse mécanique n'est
pas d'emblée maximale (NAGAI, 1953 ; SUGI et KOSAKA, 1964). La force con-
tractile est fonction de 1l'amplitude et de la durée de la stimulation
(SUGI et KOSAKA, 1964 ; EDWARDS et coll., 1964). En ce qui concerne notre
préparation, la durge de 1'impulsion électrique, appliquée de part et
d'autre de la fibre, est choisie &gale i 15 ms. Dans ces conditions, le.
tension de la secousse musculaire résultante croft alors avec 1l'intensité
de la stimulation, alors que la réponse &€lectrique, sur de telles fibres
de gros diamétre, est de type tout ou rien (HAUDECOEUR et GUILBAULT,
1972 a ; BRULE et coll., 1977 a). Cette contraction gradu€e pourrait résul-
ter de la non-propagation autorégénérative du PA en surface, puisque de
telles contractions gradu&es sont enregistrées sur les fibres de grenouille
dans le cas ol l'activation de la conductance éu Na* est &liminée (irmer-
sion dans un milieu sans Na+) (HUXLEY et TAYLOR, 1958 ; WATANABE, 1958 ;
voir SUGI et KOSAKA, 1964). Cependant, d'autres phénoménes peuvent inter-
venir, 3 savoir, d'une part 1l'existence d'un léger phénomdne d'escalier
(BRULE et coll,, 1970 ; BRULE, 1972), d'autre part la présence chez cette
fibre d'une poly-innervation (synapses excitatrices et inhibitrices).
L'existence de cette réponse musculaire gradude estillustrée 4 la figure 78.
La figure 79 montre les phases de contraction et de reldchement lors de la
secousse maximale pour une durée de choc de 15 ms. Dans ce cas,
la tension enregistrée est de 0,2 Kg.cm"2 alors que lors de la contracture
potassique (ph&noméne bien plus durable), dans les conditions physiologi-

ques normales, la teusion moyenne est de 2,7 Kg.cm‘z.

Pour chaque fibre testée en solution anormale, la tension maxi-
male de référence, développée lors de la secousse, correspond d celle enre-

gistrée pour une durée de choc de 15 ms et une intensité correspondant au
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plateau de tension (Fig. 73) ; les fibres sont stimulées i la fréquence

de 0,1 cycle/s.

‘Figune 78

Tension méeanique développie par une gibre musculaire sque-
Lettique {s0lée de crabe, exprimée en g.cm 2, Lons de secousses
en fonction de La stimulation (exprimée par La tension electrique
appliquie au niveau des ELectrodes situes de part et d'autre de
La g4ibre).

Chaque thait vertical représente L'enregistrement d'une se-
cousse musculaire. La durde du choe de stimulation est de 15 ms et
La fnéquence de 0,1 cycle/seconde. :

Figure 79

Exemple d'enregistrement, dans Les -conditions normales,
de 2a secousse musculaire maximale développle par La gibre
squelettique de crabe soumise @ un créneau de stimulation d'une
dunée de 15 ms. : : .

L'enregistrement est obfenu suwrn un enregistreurn a plume,
cunvilinéaine, type SEFRAM.




200+

T.g.cm=2

100- | I ’
5

10 15

St.[V]

20

25

199




200

1 - Influence des ions Ca*t

Les figures 80 et 81 montrent respectivement les effets de mi-
lieux pauvre et riche en Ca** sur 1l'amplitude de la secousse en fonction de
1'intensité de stimulation. Ainsi, un appauvrissement d'un quart de la con=
centration extracellulaire en Ca*+ diminue faiblement la tension maximale
de contraction. Le seull d'intensité de stimulation permettant le dévelop-
pement de la secousse n'est sensiblement pas modifié (Fig. 80), comme il en
est par ailleurs de méme pour le milieu trés enrichi en ca*t (4 fois 1la
concentratién extracelldlaire normale)s Cependant, dans ces derniéres condi-

tions, la tension mécanique maximale de la secousse a considérablement

100+
()
=)
a
= 50+
|.—

0

st.[V]
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augmenté&, d'environ 65 p. 100 (Fig. 81). Les résultats correspondants aux

différents milieux de concentration variée en ions Ca**

sont traduits par
la courbe exprimant 1'évolution de la tension mécanique maximale de con-
traction en fonction de la concentfation extracellulaire en Ca+f (Fig. 82),
La tension maximale de référence (100 p. 100) correspond 3 celle enregis-
trée pour un enviromnement ionique en Ca*t normal. Il est 3 noter que la
suppression du Ca** extracellulaire aboutit 3 la suppression de la secous-—
se musculaire alors qu'au niveau de la fibre squelettique de vertébrés,
1'absence de Ca** extracellulaire n'entraine pas 1'annulation de la se-
cousse (SANDOW et coll., 1975 ; ENDO, 1977). Par contre, en ce qui concer-
ne la fibre musculaire de crabe, la disparition de la secousse n'est pas
pour surprendre dans la mesure oii, €galement sur la fibre de crabe,
HAUDECOEUR et GUILBAULT (1972 a) observent la disparition du PA en absence
de Ca** extracellulaire. De méme, 1'enrichissement du milieu extracellu-
laire en Ca*', conduit 3 une augmentation de 1'amplitude du PA i un ac-
croissement de 1'influx de Ca** (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a) qui rend
donc compte du renforcement de la secousse observé. Cependant la chute de
tension constatée au-dela d'une concentration externe en Ca‘t de 10 fois la
normale ne peut, semble-t-il, €tre imputable 3 l'accroissement de la pres-

sion osmotique du milieu dans la mesure oli un plus fort accroissement de

'Figune 80

Tension mécanique développZe par une §ibre musculaire squelet-
Lique is088e de crabe, exprimée en unités anbitraines (p.100), Lons
de secousse en fonction de La tension de stimulation- appliquée au
niveau des electrodes situies de part et d'autre de La fibre,

La valeurn 100 p,100 cornrespond & La tension maximale de La se-
cousse musculaire obtenue en milieu de nZférence @ dont La concen~
tuation en Lons est : Ca*t = 11,8 mM ; Mg**+ = 23,6 mM ; Nat =
515,6 mM ; K+ = 12,9 mM ; C&~ = 596,7 mM ; COsH™ = 2,6 mM. La courbe
© est obtenue en milieu de concentration différente en Catt (8,85 mM)
apres un prétrhaitement de La fibre de 10 minutes dans ce milieu. La
neduction de La concentration en Ca*t est nealisle en soustrayant au
milieu de néférence du CaCl, (Le maintien de La concentration en CL~
esl obtenu par apport convenable de chlorhydnate de choline).

La §ibre est stimulie par des choes d'une durde de 15 ms, a une
gnéquence de 0,71 cycle/seconde,
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pressioﬁ osmotique permet le maintien de la tension comme cela va étre
montré (Fig. 86).

T.[p.100]

150 -
100-
50-
0 4 8 12 16 20
st.[V]
Figure 81

Tension mécanique développie par une §ibre musculaire squelet-
tique Ls0L8e de crabe, exprnimée en unités anbitrnaines (p.100), Lors
de La secousse en fonction de La tension de stimulation appliquiée
au niveau des eLectrodes situies de part et d'autre de La §ibre.

La valeur 100 p.100 cornrespond a La tension maximale de La Ae-
cousse musculaire obtenue en milieu de né4érence @ dont La concen-
twtion en Lons est : Catt = 11,8 mM ; Mg** = 23,6 mM ; Na* = 515,6
mM ; Kt = 12,9 mM ; C&- = 596,7 mM ; COsH- = 2,6 mM. La courbe ®
est obtenue en milieu de concentrnation différente en Catt (47,2 mM)
apfws un prétraitement de La fibre de 10 minutes dans ce milieu.
L'apport de Catt est n2alise sous forme de CH3CH,COO-.

La fibre est stimulée par des chocs d'une durée de 15 ms, d une
g1équence de 0,1 cycle/seconde.




Lors de cette &tude des effets du Ca’’, 1'apport de Ca** est

réalisé sous forme de propionate. Dans de telles conditions, les trés

203

- faibles modifications de force ionique et de tonicité des milieux ne peu-

vent

T.[P.100]

cependant pas expliquer les variations de tension observées.
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- Figune 87

Tension méeanique maximale moyenne développZe par des f§ibres
musculaines squelettiques L50L8es de crabe, expriimée en unitis

anbithaines (p.100), Lons de secousse en gonction de La concentra-

ton extracellulaine en Catt,

La valeun 100 p.100 corrnespond a La Lension maximale de La
secousse musculaine en milieu de 4éférnence dont La concentrhation
en {ons est : Mg*t* = 23,6 mM ; Na* = 515,6 mM ; K*¥ = 12,9 mM ;
Ce~ = 596,7 mM ; COsH- = 2,6 mM ot Ca** = 11,8 mM, '

La concentrnation extracellulaire normale {e n) en Ca** est
nepniésentie sun La courbe par Le point dont L'abscisse est 1, La

réduction de La concentration en Ca*t est néalisée en soustrayant

au milieu du CaCl, (Le maintien de La concentration en CL~ est
obtenu par apport convenable de chlorhydrate de choline poun
chaque milieu test?). L'apport de Ca** est quant & Lui néalisd
sous forme de CH3CH,CO0-, La fibre est au préalable pritraitie,
pendant 10 minutes, dans chaque miliew fteste,

Chaque point de La coutbe neprésente m + o (n = §).
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2 - Influence des ions Mgtt

Tout comme pour les ions ca**, les effets de la variation de la
concentration extracellulaire en Mg** sont &étudiés. Au niveau de la contrac-
ture potassique, le Mg++ était présenté comme un ion intervenant sur la con=-
ductance dynamique au catt ; un milieu enrichi en Mgttt inhibe 1'activation
de la conductance dynamique au Ca't de la membrane. De ce fait, les ions
Mg*t, modifiant la conductance calcique et par conséquent 1'influx de Ca**,
doivent donc également modifier la réponse mécanique. Les figures 83 et 84
donnent deux exemples concernant la variation de 1'amplitude de la secous~
se musculaire en fonction de la stimulation en milieu pauvre en Mg*t (1/4)
et riche (x 2). En milieu appauvri en ions Mg** la tension mécanique de la
secousse est accrue., Li encore, comme pour les ioms Ca**,1'accroissement de
tension peut également &tre interprété par la modification du potentiel
d'action qui présente, en milieu pauvre en Mg**, une vitesse de phase
ascendante beaucoup plus grande (HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 b ; HAUDE~
COEUR et coll., 1972)bien que l'amplitude du potentiel d'action paraisse
indépendante de la concentration extracellulaire en Mg** (FATT et GINSBORG, -
1958 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 b). De plus, les effets inhibiteurs
du Mg++ sur la conductance au Ca*% se manifestent par une modification-du

seuil d'intensité minimale d'apparition de la secousse mécanique

Figure 83

Tensdon méeanique développée par une fibre musculaire squelet-
tique isole de crabe, exprimée en unités arbitraines (p.100), Lors
de secousse en fonction de La temsion de stimulation appliquie au
niveau des 8Lectrodes situtes de parnt et d'autre de La gibre.

La vateur 100 p.100 cornespond a La tension maximale de La
secousse musculaine obtenue en miliew de régérence @ dont La con-
centrhation en Lons est : Ca*t = 11,8 mM ; Mg*t = 23,6 mM ; Na* =
515,6 mM ; K¥ = 12,9 mM ; C&- = 596,7 mM ; COzH- = 2,6 mM, La courbe

@ est obtenue en milieu de concentration difgerente en Mg**t (5,9 mM)
apnds un prétraitement de La gibre de 10 minutes dans ce milieu. La
néduction de La concentration en Mg*t est réalisée en socustrayant au
miliew de néférence du MgCl, {(Le maintien de La concentration en CL™
est obtenu par apport convenable de chlorhydrnate de choline).

La §ibre est stimulie parn des chocs d'une durie de 15 ms, @ une
grniquence de 0,1 cycle/seconde.
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(Figs 83 et 84)., La figure 85, résumant les effets des différents milieux
testés, montre que la tension mécanique maximale de la secousse est obtenue
lorsque la concentration extracellulaire en Mg** est réduite entre 1/4 et
1/10 de sa valeur de référence ; tout accroissement de la concentration en
Mg** extracellulaire aboutit a une réduction de la tension mécanique.
11 semble bien que le Mg*t agisse comme un frein vis-d-vis de 1'entrée de
Ca**. Dans de telles conditions, le maintien .du rapport des concentrations
extracellulaires des ions Ca*t et Mg**, 3 sa valeur de référence, devrait
aboutir tout comme pour les concentractures potassiques (Fig. 46) 3 un
maintien de l'amplitude de la secousse., La figure 86 montre en effet qu'il
en est bien ainsi. Ce phénoméne correspond 13 encore 3 ce qui est observé
par HAUDECOEUR et GUILBAULT (1972 b) : ils montrent que l'accroissement
simultané du Ca*’ et du Mg** en maintenant constant le rapport de leur
concentration & la valeur de référence conduit & 1'absence d‘'effet sur

le PA,

150+ .‘_A+“‘L‘L*f@
A‘*‘*
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S
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Tension mécanique développée par une §ibre musculaire squelet-
tique is0Lée de crabe, exprimée en unités arbitraires (p.100), Lons
de secousse en fonetion de La tension de stimulation appliquée au
niveau des 8lectrodes situles de parnt et d'autre de La fibnre.

La valeuwr 100 p.100 correspond & La fension maximake de La se-
cousse musculaire obtenue en milieu de référence @ dont La concen-
tation en Lons est : Ca*t = 11,8 mM ; Mg+t = 23,6 mM ; Nat = 515,6
mM o K+ = 12,9 mM ; CL~ = 596,7 mM ; COsH- = 2,6 mM, La courbe ®
est obtenue en milieu de concentration differente en Mgtt (47,2 mM)
apnes un prétraitement de La fibre de 10 minutes dans ce milieu.
L'appont de Mg*+ est néalisé sous fome de SO, ™,

La §ibre est stimulBe par des choces d'une dure de 15 ms, & une
§néquence de 0,1 cycle/seconde,
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Figune 85
Tension mécanique maximale moyenne développle par des §ibres
musculaines squelettiques is0Lées de crabe, exprimée en unités
arbitraines (p.100), Lorns de secousse en fonction de La concentra-
Lion extrnacellulaire en Mg*+,

La valeur 100 p,100 cornrespond a La tension maximale de La se-
cousse musculaire en miliew de néfénence dont La concentration en
Lons est : Cat* = 11,8 mM ; Nat = 515,6 mM ; K* = 12,9 mM ; CL- =
596,7 mM ; COsH- = 2,6 mM et Mg** = 23,6 mM, La concentration extra-
cellulaire normale (e n) en Mg++ est neprésentie surn La counbe par
Le point dont £'abscisse est 1, La néduction de La concentration en
Mgt est néaliste en soustrayant au milieu du MgCRl, (Le maintien de
La concentration en CRL~ est obtenu par apport convenable de chlon-
hydrate de choline pour chaque milieu tesi€), L'appont de Mg** est
quant a Lul nealise sous gorme de SO0,~~, La fibre est au préalable
pretraitée, pendant 10 minutes, dans chaque milieu testd.

Chaque point de Ra cowrbe représente m +o (n=§).
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Figure 86

Tension mécanique maximale développte par des fibres musculaisres
squelettiques isolées de crabe, exprimie en unités arbitraines (p.100),
Lons de secousse en fonction de La concentration extracellulaine en
Catt et Mg*+ (maintien du rapport des concentrations de Ca*t et de Mg**
a La valeun de néférence, s0it 11,8/23,6 = 0,5).

La valeur 100 p.100 correspond a La tension maximale de fLa se-
cousse musculaire en miliew de néférence dont La concentration est :
Na* = 515,6 mM ; Kt = 12,9 wM ; CL~ = 596,7 mM ; CO3H™ = 2,6 mM ;
et Cat* = 11,8 mM, Mg** = 23,6 mM. Les concentrations extracellulaires
nonwmales (e n) en Ca*t et en Mg*t sont neprésentées swr La courbe par
Le point dont L'abscisse est 1. La néduction des concentrations en Ca**
et en Mgtt est néalisée en soustrayant au milieu du CaCl, et du MgCli
(e muintien de La concentration en CL~ est obtenu parn apport conve-
nable de chlornhydrate de choline pour chaque milieu testé). L'apport de
Catt est nealisé sous forme de CH3CH,C00-, celud de Mg** sous forme de
SO,~~. La §ibne est au préalable prétrnaitie, pendant 10 minutes, dans
chaque mifieu teste. :

Chaque point de La courbe nepnésente m + o (n = §).

s
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Ainsi, si l'accroissement de la ‘concentration en Mgt entratne,
comme cela vient d'€tre précisé, une diminution de la tension de la secous-
se, par contre, l'accroissement simultané en ions Ca**, dans les mémes
proportions, permet son maintien. Il en est par ailleurs de méme lors de
la réduction au 1/4 des valeurs de référence des concentrations en Ca‘*
et Mg**, Pour des diminutions plus importantes en ions Ca‘t et Mg**, la
tension de référence n'est pas maintenue, fait 1ié semble-t-il 3 un fort ap-
pauvrissement de la concentration intracellulaire du Mg**t qui conduit 3 une
contraction plus faible des myofilaments et 3 une diminution de leur acti-
vité ATPasique (chapitres précédents). Cette annulation ou sa diminution
est également liée, indépendamment des effeté du Mg++, 3 1'absence ou 3

1'entrée trop faible de ca‘t.

3 -« Conclusion

Les résultats concernant les effets des ions divalents, sur le
secousse, sont en bon accord avec ceux obtenus lors de 1'étude de la con=-
tracture potassique. L'existence d'une régulation de 1'influx de Ca*?,
nécessaire au raccourcissement myofibrillaire, par le Mp*t extracellulaire,
se trouve ainsi confirmée et, seul le maintien d'un rapport de concentra-

Py P

tions permet l'enregistrement de secousses musculaires d‘'égales amplitudes.
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I - AcTiviTé ATPasique
IT - CONTRACTION DES MYOFILAMENTS

IIT - CONTRACTURE
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L'étude du couplage excitation-contraction de la fibre musculaire
striée de crabe a conduit 3 1'analyse de l'activité ATPasique des protéines
de structure de cette préparation et a révélé une corrélation parfaite avec
la contraction de ces myofilaments isolés, d&s l'instant ol les ions C1~
sont présents dans l'environnement ionique. Si, au niveau de l'activité
ATPasique, 1'hydrolyse de 1'ATP par les protéines de structure est consi-
dérablement accrue en absence totale de C17, c'est-d~-dire en présence de

sulfate, de méthylsulfate ou de nitrate, l'énergie supplémentaire libérée

n'est pas utilisée pour le phénoméne mécanique ; la contraction résultante
des myofilaments isolés est en effet beaucoup plus faible en absence de 1
Cl™. Ainsi, les ions Cl” semblent constituer un maillon indispensable pour

le bon "“fonctionnement mécanique" des myofilaments.

I - AcTiviTE ATPASIQUE

En ce qui concerne 1'activité ATPasique, des concentrations op-

** et Mg** ainsi que pour

timales ont €té mises en &vidence pour les ions Ca
le substrat : 1'ATP., En effet, la quantité de substrat né&cessaire pour ob-
tenir une activité ATPasique maximale est de 2 mM bien que la diminution

de cette activité ATPasique, pouvant résulter d'une inhibition par excdls

de substrat, pour des concentrations supérieures (3 et 4 mM) en ATP ne

soit pas trés importante. De fait, au niveau des myofibrilles de crabe,

DE VILLAFRANCA (1967) enregistre un maximum d'activité&, suivant les milieux,

pour des teneurs en substrat comprises entre 2 et 6 mM. Il est toutefois

bien connu que de hautes concentrations en substrat inhibent 1'"ATPase
myofibrillaire" indépendamment de la présence d'ions activateurs divalents
(PERRY et GREY, 1956 ; FINKEL et GERGELY, 1961 ; DE VILLAFRANCA, 1967). De
la méme maﬁiére, un optimum de concentration est observé pour les ions Catt
(PORTZELL et coll., 1969). Au niveau de notre préparation de myofibrilles
isolées de crabe, l'activité ATPasique, mesurée par la quantité de Pi
libéré, s'accrolt avec la concentration en ions Catt du milieu environnant
jusqu'd ce que cette dernilre atteigne une valeur de 1 mM. Au deld, 1'acti=-
vité ATPasique diminue. De fagon similaire, 1'environnement en ions Mg++
est trés important et un optimum est également révélé. L'activité ATPasique

croft sensiblement jusqu'id une concentration en Mg*t de 1 mM, se maintient

jusqu'3a 3 mM, diminue trés légdrement jusqu'd 7 md, puis au deld, une
g s P
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inhibition beaucoup plus importante est observée. De fait, une légire acti-
vation de 1'""ATPase myofibrillaire' par le Mg*t (concentration faible) peut

donc &tre observée en présence de Ca**.

Au niveau de 1'"ATPase myofibrillaire", ces ions divalents ne
sont cependant pas seuls 3 intervenir puisque la présence ou non d'ions
monovalents (Na* et K¥) modifie de fagon considérable 1l'activité ATPasique
des myofibrilles de crabe. Déjd en 1973, FENNER et coll. avaient montré
‘que, sur la myosine myocardique purifiée, 1'activité ATPasique tait
inhibée par addition de Na* en présence de K* ou de Ca**, ces deux derniers,
pris séparément, étant des cations activateurs de la préparation considé-
rée, De méme pour les myofibrilles de crabe, la suppression ou la réduction,
du milieu de référence (en présence de Ca‘t et de Mg**),des ions Na¥ ou des
ions K*jprovoque un renforcement de 1'activité ATPasique. La réduction
simultahéé de ces deux ions qui malheureusement a &té effectuée avec une
légére réduction de la concentration en Cl~ du milieu environnant (préci-
"pité avec le chlorhydrate de choline) a conduit, &galement, a un renfor-
cement de l'activité@ ATPasique. Toutefois, dans cette derniére condition,
la concentration en Cl™ est passée de 76 3 50 mM et, cette variation
seule des anions, comme cela a &t&€ constaté, ne modifie que trés faiblement
1'activité ATPasique. Cependant, 1'anion d'accompagnement a une importance
considérable, loin d'€tre négligeable. L'activité ATPasique est en effet
augmentée réversiblement lorsque tous les ions Cl~ de la'solution sont
remplacés par des ions méthylsulfate ou sulfate. La possibilité de consi-
dérer 1l'ion C1™ comme régulateur peut donc Stre envisagée dés a présent dans
la mesure oli la variation de sa concentration de 50 3 106 mM ne modifie,
par contre, quasiment pas-l'activité ATPasique. Quoiqu'il en soit, un pre-
mier schéma (Fig. 87) peut d&s lors résumer l'ensemble dé ces effets ioni-
qes au niveau de l'activité ATPasique des protéines de structure. Ce sché-
ma simplifié pourra par la suite s'intégrer aux autres concernant la con-
traction des myofilaments et celle de la fibre intacte pour aboutir & un

schéma cybernétique du couplage excitation=-contraction de cette préparation.
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ACTIVITE ATPasique

Protéines de structure

Activite ATPasique des protéines de structure en fonction

de £'environnement ionique.
Les gLeches en thait plein notfes par un signe(® neprésentent un

efdet positif de £'ion surn L'activité ATPasique alons que Les gLe-
ches en podntilles notées par un signe ) reprisentent un effet néga-
a§ La présence des deux types de §leches pour Les ions Ca** et
Mg** montrnent £'existence d'un optimum de concentration.

I - CONTRACTION DES MYOFILAMENTS
Une bonne corrélation (Fig., 38) entre 1l'activité ATPasique de ces

protéines de structure et la contraction des myofilamenté, tels qu'ils sont
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obtenus aprés destruction des systémes membranaires (Figs 21 et 22),

existe dés l'instant ol les ions Cl™ se trouvent présents dans le milieu.
Les mémes optima de concentrations, ou des valeurs proches, sont obtenus
pour les ions ca*t et Mg"'+ pour la contraction des myofilaments tout comme
pour leur activité ATPasique. Toutefois, il existe au niveau de la contrac-
tion une interdépendance entre les concentrations respectives en ca*t et

en Mg**. En effet, pour des concentrations relativement basses en Mg"'+

(1 et 3 mM), la concentration en catt peut é;re augmentée fortement au-
dessus de la valeur de 1 mM sans pour autant inhiber la contraction résul-
tante des myofilaments ; la tension est maintenue 3 une valeur maximale

pour la concentration congidérée en Ca** et se trouve €tre proche de

2 Kg.cm’z. Par contre, pour des concentrations supérieures en Mg*t (7, 10
et 15 mM), une concentration optimale de 1 mM de Ca** est observée. La
tension maximale alors enregistrée 1'est pour des valeurs de concentration
en Mg** de 3 et 7 mM (valeurs comparables & celles qui permettent la meil-

leure activité@ ATPasique).

Si les ions divalents présentent des concentrations optimales
pour l'obtention d'une tension mécanique maximale, il faut préciser que,
dans ces "conditions maximales", la tension peut cependant €tre renforcée
dans la mesure ol l'une ou l'autre des espéces ioniques Na+, K* est absente

du milieu. En effet, dans ces conditions, une tension de 4 Kg.cm‘2

peut
€tre obtenue. De fagon similairé,,un renforcement de la tension mécanique
des fibres glycérinées en présence d'une concentration déterminée de mMgtt
a par ailleurs déja &té observée par BOWEN et MANDELKERN (1970) avec un
seul cation monovalent (K%). Cependant en ce qui concerne la fibre de
crabe la suppression 3 la fois du Na‘ et du K'Y aboutit 3 une légdre dimi-
nution de la tension de ﬁontraction. D'autre part, les modifications cor-
rélatives de la force ionique ainsi que de l'activité des ions ca*tt
(calculée & partir de la relation de DEBYE—H%CKEL) lors des variations de
concentrations en cations monovalents ne semblent pas pouvoir expliquer a
elles seules les différences enregistr@es au niveau des tensions mécani-
ques. Par ailleurs, le remplacement de ces ions monovalents, Na® et K*,
par d'autres, tels que Li* ou Rb* permettant ainsi le maintien de la force
ionique aboutit 3 des résultats différents et confirme le rdle propre de
ces cations monovalents Na' et K*. Si pour 1'ensemble de ces résultats, il

existe une grande similitude entre activité ATPasique et contraction, il
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en est tout autrement en ce qui concerne l'absence de Cl~, En effet, la
suppression des ions Cl™ de la solution, et leur remplacement par des ions
nitrate, méthylsulfate ou sulfate conduit dans tous les cas 3 une inhibition
de la contraction des myofilaments, tendant & faire des ions Cl” un maillon
indispensable pour un meilleur couplage mécanochimique. Un schéma (Fig. 88)
liant 1'activité ATPasique 3 la contraction a pu €tre établi en y incluant
une part prépondérante et positive & 1'ion C1™ au niveau d‘'un maillon (ré-
sultant peut Stre d'une modification dans la conformation moléculaire) entre
1'activit& ATPasique et la contraction des myofilaments permettant un meil-

leur transfert de 1l'énergie chimique en énergie mécanique,

ACTIVITE ATPasique

/ -
NO3 ou

(o \@‘ ® - cuasog‘u

o S0,

CONTRACTION
MYOFILAMENTS

Figure 88

Conelation entrne activits ATPasique et contraction des

myo §{Laments . A
L'activite ATPasique exence un effet positif sur La contraction des
myogilaments des L'instant ol Re CL- est présent dans Le milieu.
L'existence présumée d'un maillon entre activité ATPasique et con-
thaction est neprisentée par un point d'interrogation sur Lequel
L'absence d'dons CL- (milieu nitrhate, méthylsulfate, sulfate) se
manifeste par un effet négatif.
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Enfin, au cours de cette &€tude concernant la contraction des myo-
filaments, il a toujours é&té constaté une "rupture" des myofilaments i des
endroits variés selon la préparation et, il n'a pas &té ainsi possible de
faire agir successivemen£ plusieurs milieux de concentrations différentes
sur la méme préparation., Le fait que lors de la préparation des myofilaments
isolés ces derniers se trouvent pendant un court instant (2 mn)’au contact
d'un milieu dépourvu d'ATP n'explique pas cette "rupture" de la prépara-
tion puisque l'addition d'ATP 3 toutes les solutions correspondantes aux
différentes &tapes ndcessaires 3 1'obtention de ces myofilaments n'emp&che
pas la "rupture"., De fait, cette rupture au cours de l'expérience semble
pouvoir s'expliquer et se comprendre dans la mesure ol les forces généra-
trices &lémentaires ne sont pas identiques au niveau des sarcomeres, ces
derniers en série présentant en effet de grandes variations de longueur.
Quoiqu'il en soit la mesure maximale de la tension peut 8tre obtenue puis-
que la diminution légére de la tension révélant le début de la rupture
intervient apré&s le plateau de tension et donc au bout d'un temps relati-
vement long. Au niveau de la fibre intacte, du fait m&me de la présence
des structures membranaires et de la relative briéveté& de la contraction
phasique, ce phénoméne de rupture de la fibre ne se produitique trés

rarement.

[I1 - CONTRACTURE

Sur la fibre intacte un premier probléme s'est posé, 3 savoir
la reproductibilité du phénoméné de contracture produit par un excés de
K'. En effet, il est extrémement difficile, ou alors aprés un laps de temps
trés long (voire 1'heure), d'obtenir consécutivement sur la méme fibre deux
contractures potassiques., Quoiqu'il en soit, une analyse statistique des

-

amplitudes maximales de contracture a permis de pallier # cet inconvénient.

Les ions K' en excds provoquent la dépolarisation membranaire qui
- favorise ainsi l'entrée de Ca++‘§ 1'intérieur de la fibre musculaire, Au
niveau des fibres musculaires dé crustacés, la nature du courant entrant
a été montrdeétre calcique (FATT et GINSBORG, 1958 ; HAUDECOEUR et GUIL-
BAULT, 1972 a ; KEYNES et coll., 1973 ; MOUNIER et VASSORT, 1975 a). En ce

qui concerne en particulier la fibre musculaire de crabe, il a &té possible
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de montrer que ce courant entrant, influencé par la dépolarisation membra-
naire, présente deux composantes : l'une de nature purement calcique re~
présentant 1'influx initial rapide, 1'autre de nature semble-t-il compo-
site en partie calciqué, de cinétique plus lente, correspondant 3 1'influx
lent de Ca**, Ces courants entrants permettent un accroissement direct de
la concentration intracellulaire en Ca** et un accroissement indirect

par la stimulation de la libération du Ca** des citernes terminales du
R.S. Ces courants de Ca'*, éliminés par la suppression du Ca*t extracel-
lulaire, peuvent cependant €tre portés par les ions Sr**. Il a en effet
été possible d'observer que le remplacement mM & mM de tous les ions Ca**
externes par des ions sttt permet le développement de la contracture po-
tassique qui présente cependant un décours différent, plus lent, bien que
le courant entrant porfé dans ce cas par les ions Sr** soit plus ample
(MOUNIER et VASSORT, 1975 a). Ce courant porté par les ions Sr** serait

13 encore décomposé en deux influx, 1'un rapide et l'autre lent. De mfme
que la dépolarisation membranaire est responsable de ces activations, il

* ou en Sr** exerce elle

s'avére que la concentration extracellulaire en Ca‘
aussi une influence positive sur ces influx de Ca** ou de Sr**. La décom~
position en deux influx, rapide initial puis lent, a pu @tre discernée,
entre autre,gr8ce 3 la présence des ions Mn'T et par leur seuil de poten-
tiel d'activation différent. En absence de rectification retardée (présen-
ce de TEA : 58 mM), 1'addition d'ions Mn** aux solutions de prétraitement
des fibres supprime l'aspect biphasique de la contracture ainsi que de

1'évolution du potentiel de membrane, Les ions Mn*?

sont sans effet sur la
composante lente du courant entrant et sur le développement lent de la
contracture, Par contre, ainsi que celd a &€té précisé, la concentration
extracellulaire en Ca*t influence de maniére positive'l'influx de ca**,

La suppression du Ca** extracellulaire pendant un laps de temps trés court
(20 secondes) suffit 3 réduire considérablement 1'amplitude de la contrac-
ture et mlme i 1'annuler complétement, Cette absence de contracture est
correlée avec l'absence de point d'inflexion dans le déroulement de la
dépolarisation membranaire. Dans le cas oli la contracture subsiste bien
que considérablement réduite, l'aspect biphasique de la dépolarisation
membranaire persiste avec cependant des maxima beaucoup moins amples que
dans les conditions de référence. Ces résultats semblent impliquer qu'une
entrée de Ca't soit requise pour permettre la lib&ration de Ca*t par le

RosuD'autre part, la pré&sence de jonctions de couplage, trés différenciées,




220

d'aspect palissadique, entre l'abondant systéme tubulaire et le R.S. (la
microscopie &lectronique semble révéler la présence de trab&cules :

DELORME et coll., 1978 ), permet d'émettre 1'hypoth&se d'une possibilité

de couplage &lectrique par l'intermédiaire des ions Ca*? entre ces deux
syst3mes membranaires comme 1l'a suggéré dés 1965 BIRKS chez la fibre sque-
lettique de grenouille. Le schéma &lectrique d'un tel couplage pourrait €tre
représenté par un transistor. Cette hypothése demande bien €videmment a
étre vérifiée, c'est la raison pour laquelle des expériences concernant

la diffusion des molécules de microperoxydase (diamétre inférieur & 20 K)
dans les différents systémes membranaires sont envisagées. Malheureusement,
le grand délai d'obtention de cette substance ne nous a pas encore permis
de réaliser cette expérience,

|
I
!

L'importance de 1'influx de Ca** dépend également des concentra-
tions en ions Na* et Mg'*.La présence de Na*t intervient en effet sur 1'in-

flux de Ca**, De fait, l'absence de Na' extracellulaire permet le dévelop-

pement d'un potentiel d'action qui présente un overshoot durable (FATT et
KATZ, 1953 ; HAUDECOEUR, 1971 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1972 a). Cet
accroissement du PA n'est pas dii 3 une inhibition de la rectification re-
tardée par les ions choline® remplagant les ions Na* puisque HBAUDECOEUR
(1975) observe en présence de TEA un accroissement d'amplitude du PA quand
également les ions Na* sont remplacés par les ions choline*. L'absence de
Na’ extracellulaire conduit également 3 une diminution du. Na* intracellu-
laire (VAUGHAN JONES, 1976) qui peut entraTner une diminution de la 1libé-
ration de ca*’ par leR.S.et augmenter ainsi le PA grice au maintien de la
"driving force" pour les ions Ca** 2 une valeur rlus élevée., D'autre part,
un effet de "frein" sur 1'influx de Ca** peut 8tre obtenu par la présence
de Mg++ dans le milieu enviromnant, Cet effet régulateur de 1l'entrée de
Ca**, obtenue par le Mg**, signalé par GUILBAULT et coll. (1965 ; 1966)

et GUILBAULT (1966) sur la fibre cardiaque a pu €tre mis en évidence

au niveau de la fibre musculaire de crabe.

Le remplacement des ions Wat externes par des ions Li* aboutit &
une réduction de la concentration intracellulaire en Nat (VAUGHAN JONES,
1976) et donc 3 son remplacement intracellulaire par le Li* ce qui a pour

- : . - . ' - +
conséquence de supprimer ou pour le moins de réduire la lib&ration du cat*t
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par le ReS. (VASSORT, 1972 ; HORACKOVA et VASSORT, 1974). Ainsi, peut &tre
révélée l'existence, au niveau de la contracture potassique, d'une troisiéme
composante, dépendante du Ca** réticulaire 11b8ré, qui se développe en fait
trés tdt, 4 savoir dé&s la premidre composante consécutive & 1'influx rapi-
de de Ca*t Cette libération de Ca** des citernes du R.S. augmenté, paralléle-
ment 3 1'influx de Ca**, la concentration interne en cet ion et pernet de

ce fait l'accroissement de la contraction.

L'activation myofibrillaire dans le cas de -cette &tude est
sous la dépendance de la dépolarisation membranaire due 3 1'enrichissement
extracellulaire en ions K. Cette dépolarisation membranaire provoque,
ainsi que cela vient d'€tre décrit, 1'influx de Ca** mais intervient &ga-
lement au niveau du phénoméne de rectification normale (BRULE et coll.,
1976), fectification normale qui freine donc en retour la dépolarisation.
Une partie de 1'@tude présentée dans ce némoire et notamment la comparai-
son des effets du TEA sur la fibre musculaire de grenouille et sur celle
de crabe a permis de montrer l'importance de la nature m@me du courant
passant par le canal de rectification retardée. De fait, il s'avére que
les ions Cl~ participent pour une grande part au courant retardé porté
pour environ 22 % par les ions K et 78 % par les ions Cl™ (HAUDECOEUR et
coll., 1977). La concentration extracellulaire de C1~ influence la dépola-
risation consécutive 8 1l'enrichissement du milieu en K* par le biais de
1'amplitude du courant retardé sous la dépendance de la "driving force"
pour les ions Cl”., De plus, comme le TEA abolit la rectification retardée
de nature potassique sur les fibres squelettiques de grenouille, il annu-
lerait donc, 3 des concentrations similaires, le courant retardé porté pour
une trés large part par les ions Cl™ sur la fibre squelettique de crabe
(STANFIELD, 1970 ; KEYNES et coll., 1973 ; HAUDECOEUR et GUILBAULT, 1974 ;
BRULE et coll., 1976). Du fait de la suppression de la rectification retar-
dée par la présence de TEA, la vitesse de dépolarisation membranaire ainsi
que son amplitude se trouvent augmentées et le développement de la contrac-
ture potassique renforcé , La concentration en Cl17 extracellulaire inter-
vient donc au niveau des phénoménes membranaires mais ne semble pas par
contre jouer sur la concentration intracellulaire de cet ion dans la mesure
oli il a &té montré qu'un appauvrissement de la teneur en Cl™ au contact des
myofilaments diminue. 1'amplitude de leur contraction et dans la mesure ol en

milieu pauvre en Cl1™ la contracture se trouve renforcée. Ce résultat vient
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donc & 1'encontre de 1'hypothése d'une distribution passive du Cl~ selon
son gradient électrochimique. Le chlore semble donc bien jouer un rdle

indispensable pour le meilleur "fonctionnement mécanique" de cette fibre
et, se trouve €tre par voie de conséquence, en plus du Cca**, un maillon

important dans le couplage excitation-contraction.

L'ensemble de ces résultats permet de compléter les schémas pré-
cédents 3 savoir ceux relatifs 3 1'influence des fons sur 1l'activité ATP-
ésique et la contraction des myofilaments (Figs 87 et 88) et d'établir
finalement un schéma cybernétique d'ensemble (Fig. 89) du couplage
excitation-contraction de la fibre musculaire squelettique du crabe,

Carcinus maenas,

| Figure §9
Schéma cyberndtique du couplage excitation-contraction de

La fibne musculaire sirnile squelettique du crabe Carcinus
maenas .

La dépotarnisation membranaire est induite par Le K* externe. Les
fLeches en trait plein notles par un sdgne (@) représentent des
effets positifs aux différentes niveaux : membranaire, activité
ATPasique et contraction des myofilaments. Les §L&ches en poin-
£iLLEs notées parn un signe (O reprisentent des effets negatifs.

Les §Leches en points et pointilles noiies par un signe @) mar-
quent L'absence d'effets de £'4ion au niveau considére (par exemple,
L2'ion Mntt sur £'influx Lent Catt, Nat). )

Au niveau du milieu intérieun, deux gLeches partant de Ca**; et de

Mg**; et, aboutissant au niveau de £'activitZ ATPasique, sont en

fait notées par deux signes (D et(D, montrant ainsi L'existence d'un

optimum de concentration pour Les Lons considenes.

Enfin, Le point(®) signale £'existence présumée d'un maillon pour
~Lequel fa présence de CL- est indispensable afin d'obtenin un bon

nappont entre L'activité ATPasique et La contraction des myofilaments.

Le texme "membrane” implique non seulement La membrane sarcolemmique
mais Egalement Les membranes Zfubulaines.
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Le couplage excitation-contraction de la fibre musculaire strice
de crabe a étZ abordé de différentes maniéres sur cette préparation qui
présente une ultrastructure complexe avec notamment d'abondantes zones de

couplage,

L'étude de 1'activité‘ATPasique des protéines de structure permet
de connaltre 1l'importance de l'environnement ionique et de mettre en &viden-
ce 1'existence d'optima de concentration pour les ions ca** et Mg*t, De
plus, un point attire 1'attention en ce qui concerne 1'environnement anio-
nique, 4 savoir que la substitutiontotale des ions Cl™ par des ions nitra-
te, méthylsulfate ou sulfate accroit considérablement l'activité ATPasique

et que les ions Nat ou K* sont activateurs.

L'étude de la contraction des myofilaments isolés, préparatioﬂ
dépourvue de tout systéme membranaire fonctionnel (membranes tubulaires
et réticulaires,diades) permet de mettre en &vidence une relation linéaire
liant 1'activité ATPasique 3 la contraction dé&s 1l'instant ol les ions C1~
sont présents dans le milieu environnant. Si 1'absence d'ions Cl-, ceux-ci
étant remplacés par des lons nitrate, méthylsulfate ou sulfate, renforce
1'activité ATPasique, elle inhibe par contre les contractions méme des
nmyofilaments, semblant montrer 1'existence d'un maillon au niveau duquel
les ions Cl” seraient indispensables pour un meilleur couplage mécanochi-

mique.

Enfin, 1'8tude de la contracture potassique et l'enregistrement
simultané de 1'@volution du potentiel de membrane fait connaltre la part
de 1l'intervention des ions au niveau membranaire, connaissant leurs actions
au niveau des myofilaments (contraction et activité ATPasique). Comme dans
les &tudes précédentes un point important est consacré & l'ion Cl™ qui se
trouve €tre responsable pour une tr@s grande part du courant passantpar le
canal de rectification retard&e, inhibé par les ions TEA. En effet, 1'étu-
de comparative de l'action du TEA sur la fibre musculaire de grenouillie
et sur celle de crabe, montrant des effets inverses, ainsi que 1l'action du
TEA en milieu de concentrations variées en K¥ et C17 sur la fibre de crabe

-

ont contribué & montrer, chez cette derniére, l'importance de la rectifi-
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cation retardée liée 3 un mouvement d'ions Cl~,

La contracture obtenue par la dépolarisation due 3 1l'excés de
Kt présente en fait trois composantes, la premidre dépend d'un influx
rapide de Ca**, la seconde d'un courant entrant lent porté en partie par
les ions Ca**. Quant 3 la troisi&me composante de la contracture elle est
en relation avec la libération du Ca'¥ du reticulum sarcoplasmique et
‘débute ‘en fait tras tot, 3 savoir dés la premiére phase correspondante
d 1'influx rapide de catt. Cétte troisiéme composante est en partie inhi-
bée lors du remplacement du Na* intracellulaire par du Li* en absence de
Na* extracellulaire (remplacement mM i mM du Na* par Li+). De plus, les
influx de Ca** sont indispensables 3 l'obtention de cette contracture
»puisqu'en effet, 20 secondes seulement aprés la suppression de ces

ions dans le milieu externe, la contracture est abolie.
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